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RESUMEN

Debido a que los tratamientos térmicos pueden causar dafios a sustancias sensibles al
calor como vitaminas, proteinas (desnaturalizacion), asi como cambios al sabor, se estan
buscando nuevas alternativas a los procesos de esterilizacion como son: la utilizacion de
campos de pulsos eléctricos altos, pulsos de luz intensa, campos de oscilacion magnética,
bioquimicos, tecnologia de barreras, altas presiones hidrostaticas y altas presiones con CO,,
para producir alimentos de mayor calidad, asi como para su mejor conservacion. La
aplicacion de CO; bajo presion tiene actividad antimicrobiana y puede reducir el tiempo y
temperatura requerida para la esterilizacion, pasteurizaciéon o escaldado y por lo tanto

minimizar la degradacion térmica de sustancias sensibles al calor.

En el presente trabajo se estudio el efecto de la alta presion con CO, para la
inactivacion de Leuconostoc citreum en sistemas modelo semi-sélidos (masa de maiz
nixtamalizada y agar solidificado). Para determinar la cinética de inactivacion de
Leuconostoc citreum se inocularon las muestras con el microorganismo utilizando diferentes
cuentas iniciales que variaron en un rango de 10° a 10'' UFC/ g. La temperatura se mantuvo
constante (45°C). Se aplico una presion de 100, 189 y 316 bar durante diferentes tiempos en
un rango de 5 a 60 minutos. La tasa de inactivacion se increment6 al aumentar el tiempo de
exposicion al tratamiento y no se observé diferencia entre las tres presiones estudiadas. En
las muestras de masa la maxima reduccion de microorganismos se obtuvo al aplicar el
tratamiento durante 60 minutos obteniendo la inactivacion completa del microorganismo.
En las muestras de agar solo se necesitaron 40 minutos de exposicion al tratamiento. La
cantidad de microorganismos supervivientes fue expresado como Log (N/No), donde N son
los microorganismos viables después de aplicar el tratamiento y No son los
microorganismos iniciales, antes de aplicar el tratamiento. También fueron estudiados los
cambios fisiologicos de Lewuconostoc citreum al exponerlo a la alta presion con CO,. Se
determino su tolerancia a la sal, nivel de substancias liberadas por absorcion en UV a 260 y
280 nm, se realizo observacion en el microscopio y la determinacion del crecimiento y
produccion de acidez después de aplicar el tratamiento. Se pudo comprobar que el
tralamiento provoca cambios en las caracteristicas fisiologicas de Leuconostoc citreum,

principalmente alteraciones en su actividad metabolica.




INTRODUCCION

Los tratamientos térmicos son generalmente los métodos mas explotados en la
industria para estabilizar microbiologicamente los productos alimenticios, farmacéuticos y
materiales poliméricos en aplicaciones biomédicas. Estos tratamientos son particularmente
seguros ya que se logra la completa inactivacion de los microorganismos y esporas debido
principalmente al dafio celular irreversible. Por otra parte las temperaturas que se emplean
también presentan algunas desventaja, ya que pueden provocar la desnaturalizacion de
proteinas, DNA, RNA, vitaminas, produccion de compuestos toxicos y caracteristicas

organolépticas indeseables.

Los tratamientos con alta presion estan recibiendo una gran atencion para la
inactivacion de microorganismos en productos alimenticios, como una alternativa a los
tratamientos térmicos. La presion con modificaciones de temperatura se utiliza como un factor
de estabilizacién. En este contexto la alta presion hidrostatica es el tratamiento mas estudiado
como un proceso alternativo. Muchos trabajos de investigacion han reportado resultados
favorables en la inactivacion de un amplio rango de microorganismos bajo diferentes
condiciones operativas como son la temperatura, ciclos de presion y tiempos de exposicion.
Ademas un gran nimero de procesos utilizando la alta presion estan siendo ya introducidos en

el mercado.

El tratamiento con CO; supercritico puede llegar a ser una alternativa relevante a la
alta presion hidrostatica en al campo de la inactivacion microbiana en alimentos, ya que puede
ser una técnica mas favorecedora para la esterilizacion de materiales poliméricos térmica e
hidroliticamente sensibles. Ha sido demostrado que al aplicar altas presiones con CO,, se
asegura la preservacion de los alimentos a presiones moderadas (menos de 200 bares),
comparadas con las presiones empleadas en los métodos de la tradicional presion hidrostatica
(2000-7000 bares).
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La eficiencia de este tratamiento esta en funcién de la temperatura, pH, tiempo de
exposicion, % de humedad, composicion del medio y tipo de microorganismos. De estas, el pH
y el contenido de agua son los parametros mas importantes ya que pueden influir en la
resistencia a la penetracion del CO;. A demas el agua es requerida para la hidratacion del CO,

para formar acido carbonico, él cual lleva a la acidificacion del medio.

Este estudio pretende determinar la factibilidad técnica de utilizar al CO; como
medio presurizante en comparacion con el H;0, debido a que los principales avances que se
han obtenido sobre la tecnologia de las altas presiones han sido al aplicar este tratamiento

por medio de presurizacion de agua (tecnologia APH).

Para estudiar el efecto de la alta presion con CO, se decidié aplicar el tratamiento
sobre una bacteria lactica Leuconostoc citreum debido a que uno de los primeros objetivos
de esta investigacion era lograr la esterilizacion de muestras de pozol como un método
alternativo al utilizado generalmente que es la irradiacion. Actualmente se estan realizando
varias investigaciones acerca del pozol. Algunas de estas investigaciones requieren que este
producto se encuentre en condiciones estériles para el posterior estudio de su microbiota de

una manera mas especifica.

También son muy importantes las caracteristicas fisicas y biologicas que presentan
las bacterias acido lacticas. De manera especifica las caracteristicas que presenta
Leuconostoc citreum podrian limitar el efecto de la alta presion con CO,. Este
microorganismo es gran positivo por lo que presenta una pared celular gruesa, en
comparacion con los Gram negativos. Esta caracteristica la hace mas resistente a la alta
presion con CO;. También es capaz de desarrollarse en un amplio rango de pH bajo (4.5-

6.4). Es inmovil, mésofilo, quimioheterdtrofo.




Por todas las caracteristicas antes mencionadas se especula que Leuconostoc citreum
cuenta con la capacidad de resistir elevadas concentraciones de CO; y tener una mayor
resistencia a la alta presion, ademas de poder tolerar una disminucion del pH. Por lo que si
se logra su completa inactivacion, este tratamiento podria ser también efectivo para bacterias
mas sensibles tales como las Gram negativas, bacterias sensibles a cambios de pH y

bacterias anaerobias.

También es importante recalcar que la mayoria de las investigaciones realizadas
sobre la aplicacion de las altas presiones con CO; se han llevado a cabo en medios liquidos,
por lo que es conveniente llevar a cabo estudios en medios solidos o semi-solidos para
conocer la capacidad del tratamiento y asi poder ampliar su uso. El estudio se enfoco
principalmente en lograr la inactivacion de Leuconostoc citreum en sistemas modelo semi-
solidos (masa de maiz y agar solidificado) mediante la aplicacion de altas presiones con

CO;,, como una alternativa a los métodos tradicionales de conservacion de alimentos.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la cinética de inactivacion de Leuconostoc citreum por altas presiones
con CO,, asi como establecer las condiciones 6ptimas de operacion con énfasis en la

conservacion de alimentos semi-solidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la efectividad de la alta presion con CO; para lograr la inactivacion de

Leuconostoc citreum en medios semi-sélidos.

e Determinar el efecto de los siguientes parametros en la inactivacion de Leuconostoc
cifreum

Efecto de la presion

Efecto de la cuenta inicial
Efecto del pH

Efecto del tipo de muestra
Uniformidad en la inactivacion

VVVVYY

e Determinar el daio provocado a Lenconostoe citreum al aplicar la alta presion con
CO,.

e Comparar la efectividad del tratamiento aplicado en medios semi-solidos con

respecto a los estudios realizados en medios liquidos.




CAPITULO 1

I) GENERALIDADES

1.1. PRINCIPIOS GENERALES DE LA ALTA PRESION

Las técnicas tradicionales de conservacion de los alimentos se basan en limitar o
prevenir el crecimiento microbiano utilizando factores que afectan a la supervivencia de los
microorganismos, tales como la temperatura, la actividad de agua, el potencial redox, el pH,

la ausencia de oxigeno, adicion de conservadores, etc.

En la ultima década las investigaciones sobre la utilizacion de nuevas tecnologias
complementarias o alternativas a los procesos térmicos tradicionales, en el proceso de
alimentos, se han visto incrementadas en respuesta a la creciente demanda de los
consumidores por disponer de productos de aspecto “fresco y natural”. La conservacion de
los alimentos mediante métodos no térmicos nace del concepto de que no solo es importante
su vida atil sino también lo es su calidad. Por lo tanto lo que se busca es que el consumidor
se vea beneficiado con la calidad de los productos, en aspectos nutricionales y sensoriales, a
precios razonables y que sean seguros desde todo punto de vista, segun Barbosa-Canovas
(1998).

La presurizacion es una técnica de conservacion muy reciente en el campo
alimentario, que ha sido empleada industrialmente desde 1990. Esta tecnologia destaca sobre
los procesos térmicos (Knorr, 1993), pues estos Gltimos causan inevitablemente una pérdida

de nutrientes y sabores.




Entre los tratamientos alternativos (no térmicos) usados para la conservacion de los
alimentos se encuentran los pulsos eléctricos de alta intensidad, campos magnéticos
oscilantes, pulsos luminosos de alta intensidad, ultrasonidos, bioconservacion
presurizacion, considerandose esta ultima como la técnica mas viable desde el punto de
vista comercial y algunos investigadores afirman que de todos estos tratamientos solo se ha
demostrado la efectividad de la alta presion en la inactivacion de esporas y de enzimas

(Mellar et al, 2000). Debido a que la alta presion ofrece varias ventajas:

- El tratamiento evita la deformacion de los alimentos, ya que la presion se transmite
uniforme e instantaneamente, es decir no hay gradientes (cumple la denominada
regla isostatica). A diferencia de lo que ocurre con los procesos térmicos, la alta
presion es independiente del volumen y de la forma de la muestra, con lo que se
reduce el tiempo requerido para procesar grandes cantidades de productos
(Cheftel, 1995; Pothakamury ef al. 1995).

- No produce deterioro de nutrientes termolabiles como por ejemplo vitaminas (no
destruye vitamina C en jugos y néctares, frente a los métodos tradicionales de
pasteurizaciéon (Kimura ef al., 1994)), ni altera otros compuestos de bajo peso

molecular, fundamentalmente aquellos responsables del aroma y sabor.
- No se altera el sabor natural, ni la coloracion del alimento, pues las altas presiones no
favorecen las reacciones de Maillard o de oscurecimiento no enzimatico (Hayshi,

1989; Tamoaka ef al, 1991 y Gross, 1994 ) .

- No produce residuos indeseables en consonancia con las politicas medio ambientales
de la actualidad.

- No precisa de la incorporacion de aditivos al alimento.

- Mejora 6 induce la generacion de propiedades funcionales en los alimentos.




Es poco intensiva en el consumo de energia; por ejemplo, para calentar 1 litro de
agua a 30 °C se necesita la misma energia que para presurizar a 400 MPa ese mismo

volumen de agua.

Con respecto a las desventajas se pueden mencionar las siguientes (Téllez ef al., 2001):

El alto costo del equipo. Sin embargo este inconveniente es cada vez menos
importante ya que continuamente se desarrollan equipos cada vez mas baratos.
Ademas, existe un ahorro de energia en la operaciéon debido al bajo consumo

energético de esta técnica.

La desconfianza del consumidor por comprar un producto “presurizado” por ser algo
novedoso y desconocido. A pesar de ello, en Japon, USA y algunos paises europeos

los productos presurizados se consumen cada vez mas.

Las altas presiones, por todas sus ventajas y caracteristicas cuentan con aplicaciones

de muy diversa indole en la industria alimentaria, la mayoria de ellas orientadas a la

conservacion de los alimentos. En algunos trabajos (Ledward ef al., 1995; Cheftel et al.,

1995) se describen de forma mas o menos extensa y justificada todas esas aplicaciones para

distintos grupos de alimentos. Entre las que figuran:

Pasteurizacion y esterilizacion de los alimentos sin modificar el valor nutritivo ni las

propiedades organolépticas.

Inactivacion/ activacion de enzimas para retardar ¢ acelerar procesos de maduracion,

fermentacion u otro tipo de transformaciones enzimaticas deseables en los alimentos.

Modificacion de la estructura debido a cambios en la configuracion proteica:
ablandamiento de textura en carnes y pescados, decoloracion de hemoglobina en

sangre de animales, inactivacion de ciertas toxinas.

lo



- Cambios en las transiciones de fase (congelacion a temperaturas bajo cero evitando
la formacion de cristales de hielo, disminuciéon del punto de fusion de lipidos,

gelatinizacion a bajas temperaturas).

- Extraccion de compuestos alimentarios (pectinas, pigmentos e incluso agua).

- Agregacion de solidos o polvos alimentarios para elaborarlos en forma de barras,

cubos, tabletas.

- Impide el oscurecimiento no enzimatico en determinados alimentos, pues no
favorece las reacciones de Maillard y ademas evita la oxidacion lipidica en ciertos

productos.

1.1.1. DESARROLLO HISTORICO DE LA TECNOLOGIA DE LA ALTA
PRESION

La primera aplicacion de las altas presiones en un alimento fue investigada por Hite
(1899), que intenté esterilizar leche mediante presurizacion. Este trabajo fue el primero que
demostro la reduccion de la poblacion microbiana mediante la aplicacion de altas presiones.
Este investigador y sus colaboradores también estudiaron los efectos de las altas presiones
en frutas y hortalizas (Hite ef al., 1914). Pero ya afios atras Cailletet (1880,1891) y Amagat
(1893) hacen las primeras investigaciones sobre el disefio de equipos de alta presion y
también desarrollan métodos para la medicion de valores de altas presiones (Téllez ef al.

2001).

A comienzos del siglo XX resurge el interés por la investigacion de las altas
presiones, debido sobre todo a sus aplicaciones potenciales en la industria. Es cuando
aparecen los trabajos del investigador que mas contribuyd en este campo: Bridgman
(1940,1958,1964), laureado con el premio Nobel de Fisica. Sus trabajos se centran sobre

todo en analizar las propiedades de los materiales una vez sometidos a altas presiones, asi




como en desarrollar procedimientos de aplicacion de altas presiones y en disefiar nuevos

equipos de generacion de alta presion (Téllez ef al 2001).

Otros autores dignos de mencién en este campo son Poulter (1951) y McFarland
(1973). Sus trabajos se centraron en el disefio de los cilindros, vasijas o camaras donde se
presurizan las muestras. La camara que tiene forma cilindrica, es el elemento mas
importante de todo el equipo de presurizacion y también la pieza mas cara; es de acero y su
espesor depende de la presion maxima de operacion, del diametro y del nimero de ciclos de
trabajo previstos. Posteriormente, Zander (1980) investigd sobre el disefio de equipos

probando nuevos materiales.

No es hasta la década de los 80’s cuando realmente se empieza a investigar de forma
exhaustiva las relaciones entre la alta presion y los alimentos. Las investigaciones sobre
matrices alimentarias comenzaron en EU en 1982 (Universidad de Delaware) (Hoover ef al,
1989 y 1993). En 1986 se iniciaron lineas similares de investigacion en la Universidad de
Kyoto, Japon (Hayashi, 1989a), lo que trae como resultado la creacion de la Sociedad
Japonesa de Alta Presion y el lanzamiento al mercado de los primeros alimentos
presurizados. Japon es el pais pionero en cuanto a la produccion y comercializacion de
alimentos presurizados. Se trataba de alimentos procesados de tipo acido, como jugos y
derivados de frutas (Ledward er al., 1995). El primer tipo de productos alimenticios
presurizados fueron mermeladas de fresa, frambuesa, kiwi y manzana y se lanzaron al
mercado por la compaiiia japonesa Meidi-Ya Food Co. Se pusieron a la venta al publico en
abril de 1990 (Askar, 1998). Hoy en dia se comercializan muchos mas productos en Japon
(Cheftel, 1998) y en menor medida en EU y en Europa. En 1995 jugo de naranja comenzo a
ser comercializado en Francia. En 1995 fue introducido en el mercado de EU guacamole
presurizado y en Espaifia rebanadas de jamon presurizadas. En esta nueva tecnologia se
utiliza HO como medio presurizante, denominandose “alta presion hidrostatica”. Las
presiones aplicadas oscilan entre los 100 y 1000 Mpa. En la tabla 1 se exponen las mejoras
que experimentan distintos tipos de alimentos tras la aplicacion de la alta presion

hidrostatica. Algunos de ellos estan siendo ya comercializados.




Tabla 1. Aplicaciones de la alta presion hidrostatica en diferentes productos alimenticios

Producto Condiciones del Funci6n de la Referencia
alimentario tratamiento Alta Presién

Maiz 500 MPa, 5 min. Destruccién de la Hibi et al., 1993
estructura cristalina del
almidén

Sorgo 500 MPa, 5 min. Mejora en la calidad de  Dewar et al., 1994
la malta de sorgo

Zanahoria 400 MPa, -20°C Mejoraen latexturay  Fichigami et al., 1997
estructura histolégica

Carne cruda de vaca 100-150 MPa, 30-40 Acelera la maduracion, Chefiel, 1995

min., 20°C mejora la vida atil y

provoca ablandamiento

Salchichas y 400 MPa Gelatinizacion, disminu- Chefiel, 1995

Pasteles de pescado cién de la carga
bacteriana

Mermeladas, yogur, 400 MPa, 10-30 min, Pasteurizacion, facilita Chefiel, 1995

salsas, gelatinas de 20°C la penetracion de azicar

frutas, geles y la formacién de geles

Jugo de toronja 120-400 MPa, 2-20 min., Reduccion del sabor Cheftel, 1995

20°C amargo
Jugo de mandarina 300-400 MPa, 2-3 min., Mejora el aroma Cheftel, 1995

Jugo de guayaba

Lechuga y tomate

20°C
400-600 MPa, 10 min

300 MPa, 10 min., 20°C

Aumenta la viscosidad
de forma mds suave que
la pasteurizacion
Reduce en 1 log la
poblacion microbiana

Yen y Lin, 1998

Arroyo et al., 1997

« El tratamiento se realizé a temperatura ambiente si no se especifica la temperatura.

Ref. (Téllez ef al, 2001).

1.1.2. MODO DE APLICACION DE LA ALTA PRESION

Una breve descripcion de como se lleva a cabo el proceso de presurizacion, es la

siguiente:

El alimento se coloca en un recipiente de plastico estéril, se sella y se introduce en la
camara de presurizacion para su procesamiento. Se recomienda que el material plastico sea

una pelicula de alcohol de polivinilo (PVOH) v peliculas copoliméricas de alcohol de
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etileno y vinilo (VEQ). No hay posibilidad de deformacion del paquete porque la presion
egjercida es uniforme (no hay gradientes). Mertens (1993) expone y discute aspectos
relacionados con la aplicabilidad de distintos materiales de envasado en la tecnologia de la
alta presion. La camara de presurizacion, donde se introduce el alimento en el material de
envasado apropiado, se cierra y se llena con el medio transmisor de la presion, normalmente
agua. La presion aplicada comprime el medio transmisor alrededor del alimento provocando
una disminucién del volumen que varia seglin la presion y la temperatura aplicadas. A
temperatura ambiente es del orden de 4% a 100 MPa. (Barbosa-Canovas ef al., 1998). El
hecho de que se comprima tan poco volumen hace que el proceso sea poco peligroso,
siempre que se use agua como medio presurizante. El alimento es sometido a alta presion
por un tiempo determinado, el cual depende del tipo de alimento y de la temperatura del
proceso. Al finalizar el tiempo, la camara se descomprime y se extrae el alimento tratado.
Seguidamente, se coloca una nueva carga de alimento en la camara de presurizacion y se
inicia asi otro ciclo. Este es un ejemplo tipico de un sistema de presurizacion discontinuo.
Aunque desde el punto de vista industrial seria mas factible desarrollar un proceso continuo
a unos costos razonables, por otro lado las dificultades técnicas de fabricar cilindros que

soporten presiones muy elevadas ha limitado la tecnologia de las altas presiones.

El producto a ser tratado es puesto
en el contenedor donde se aplica la
alta presion y se somete durante 1 a
30 minutos a severas presiones
isostaticas. El agua es usada como
fluido de presurizacion.

Figura 1. Sistema de presurizacion discontinuo
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1.1.3. EFECTO DE LA ALTA PRESION SOBRE LOS MICROORGANISMOS

El efecto de la alta presion sobre la viabilidad de los microorganismos es una
combinacion de varios mecanismos (Farr, 1990): i) Cambios en la morfologia de la célula;
ii) Desnaturalizacion de proteinas a presiones altas debido al desdoblamiento de las cadenas
peptidicas; iii) Modificaciones que afectan a la permeabilidad de la membrana celular. El

estudio de los efectos de la presion sobre organismos vivos se denomina barobiologia.

La extension del efecto de la alta presion sobre la inactivacion microbiana depende
de variables de tratamiento tales como presion, tiempo y temperatura de exposicion, ademas
de la composicién del alimento y tipo de microorganismos involucrados (Sangronis et al.,
1997). La alta presion produce cambios de tipo morfologico en las células vegetativas:
compresion del gas de las vacuolas (Walsby, 1972), alargamiento de las células y formacion
de filamentos (Zobell y Cobet, 1962; Zobell, 1970), separacion de la membrana celular de la
pared celular (Osumi ef al., 1992), contraccion de la pared celular con la formacion de
poros, modificaciones del citoesqueleto, modificaciones de los niicleos y de los organulos
intracelulares, coagulacion de la proteina citoplasmatica y liberacion de constituyentes
intracelulares fuera de la célula (Cheftel,1995).También provoca modificaciones
bioquimicas y genéticas al inactivar las enzimas involucradas en la replicacion y
transcripcion de ADN (Smelt, 1998). Algunos de estos cambios, expuestos por distintos
autores se reflejan en la tabla 2 (Hoover et al., 1989; Smelt, 1998).

La inactivacion de los microorganismos por la alta presion puede ser debida a un
incremento en la permeabilidad de la membrana, la inhibicion de las reacciones productoras
de energia y la desnaturalizacion de las enzimas esenciales para el desarrollo y reproduccion

de la célula (Pothakamury et al., 1995).

Varios sistemas enzimaticos de los microorganismos son inhibidos o inactivados por
la presion. Este es el caso de varias hidrogenasas, carboxipeptidasas y la ATPasa localizada

en la capa de los fosfolipidos. involucrada en el fenomeno del transporte activo a través de la




membrana. Cuando se aplica la presion, varios sitios dentro de la célula bacteriana pueden
dafiarse y por lo tanto la ATPasa de la membrana no puede realizar su funcion, ya sea por
una desnaturalizacion directa o por la dislocalizacion de la membrana. El ATP ya no se
hidroliza, y por lo tanto, ya no esta disponible para llevar a cabo el transporte activo de

protones, el pH celular se acidifica y la célula finalmente muere (Téllez ef al., 2001).

Tabla 2.Efecto de la alta presion en caracteristicas fisiologicas de los microorganismos.

Microorganismo Condiciones Efecto observado Referencia
Escherichia coli 40 MPa Aumenta de 5a 100 Zobell y Cobet, 1962
veces la longitud celular
Vibrio spp. 40 MPa Aumenta de 5 a 8 veces  Zobell, 1970
la longitud de los
filamentos
Bacillus mycoides 27 MPa Células 2-3 veces mas Zobell. 1970
largas
Serratia marcescens 60 MPa Aumenta de 130-2000 Zobell. 1970
veces la longitud de los
filamentos
Pseudomonas 300-450 MPa Alargamiento de las Kriss er al., 1969
células
E. coli, Vibrio y 20-40 MPa Inmovilizacion y pérdida Zobell v Cobet. 1962;
Pseudomonas de flagelos Zobell. 1970
Microorganismos 50-200 MPa Sobreviven pero no Zobell. 1970
barodiiricos crecen
Staphylococcus aureus,  150-400 MPa Ausencia de dafios Butz er al., 1990
E. coli, Pseudomonas mecanicos en la célula
aeruginosa
Candida tropicalis 200 MPa Separacion de la pared  Osumi er al., 1992

celular y disgregacion de
la capa intermedia entre
pared y membrana

Saccharomyces 100 MPa Alteraciones en mitocon- Shimada et al.. 1993
cerevisiae drias, citoplasma v mem-
brana nuclear

Ref. (Téllez et al, 2001)




1.1.4. TIPOS DE RESISTENCIA A LA ALTA PRESION

Se ha encontrado que el mayor grado de inactivacion sobre los microorganismos se
lleva a cabo en la etapa logaritmica de crecimiento. En general, los microorganismos Gram
negativos son los mas sensibles a las altas presiones; les siguen las levaduras y hongos, los
Gram positivos y por ultimo las esporas; los virus son muy resistentes a las altas presiones,
aunque depende del tipo de virus (Smelt, 1998). La mayoria de los autores coinciden en que
las esporas bacterianas son las formas de vida mas resistentes a la presurizacion (Farkas y
Hoover, 2000). Presiones de 400 a 600 MPa inactivan las células vegetativas, mientras que
para inactivar las esporas se necesitan presiones mayores. Se ha comprobado que ciertas
esporas pueden requerir hasta 1500 MPa para su inactivacion (Smelt, 1998). En la tabla 3 se

presenta el posible dafio que puede provocar al tratamiento segun el tipo de microorganismo.

Tabla 3. Dafio provocado por la alta presion segun el tipo microbiano

Grupo de microorganismo Implicaciones a la salud Daiio provocado
LEVADURAS No provocan riesgo a la salud Inactivacion 6 prevencion del
HONGOS . crecimiento 6 retraso del crecimiento
BACTERIAS ACIDO LACTICAS
PATOGENOS TOXIGENICOS Microorganismos no infecciosos, Inactivacion ¢ prevencion del
Staphylococcus aureus pero son capaces de formar toxinas crecimiento

Clostridium botulinum en los alimentos.

Micotoxinas de hongos

PATOGENOS INFECCIOSOS Microorganismos que provocan Inactivacion completa del
Listeria monocytogenes infeccion microorganismo
Salmonella
Campylobacter

Ref. (Esmelt, 1998).

Como se menciona anteriormente, se ha observado una disminucion de la sintesis del
ADN a altas presiones. Esto se relaciona con la inactivacion de las enzimas implicadas en
esa sintesis. La doble hélice del ADN permanece estable debido a que los puentes de

hidrogeno no se alteran con las altas presiones. La desnaturalizacion de las proteinas puede
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ser irreversible por encima de los 300 MPa. Pero la replicacion y transcripcion del ADN, asi

como la sintesis de las proteinas, son inhibidas a niveles mucho mas bajos de presion.

La fluidez de la membrana celular parece tener gran importancia en la inactivacion
por la presion. Las células son mas resistentes a la presion cuando sus membranas son mas
rigidas. Las reacciones en las que se forman puentes de hidrogeno se ven favorecidas por la
alta presion hidrostatica debido a que estos enlaces provocan una disminucion en el volumen
de las moléculas. En las proteinas, la presion actia principalmente en los enlaces
hidrofobicos y electrostaticos de la molécula. También causa la desprotonacion de los
grupos cargados, la ruptura de los puentes ionicos y de los enlaces hidrofobicos, resultando
en cambios conformacionales y estructurales. Las transiciones estructurales estan
acompafiadas de grandes cambios de hidratacion. Los cambios de hidratacion son la mayor
fuente de la disminucion del volumen relativo a la disociacion y desdoblamiento de las
proteinas. (Barbosa-Céanovas ef al., 1998). La extension de la desnaturalizacion mediante
este tratamiento depende del caracter hidrofobico o hidrofilico de la molécula. Los acidos
nucleicos en una célula son mas barorresistentes que las moléculas proteicas. Las moléculas
del ADN son mas estables a altas presiones, mientras que temperaturas altas causan su

desnaturalizacion por pérdida de estructura.

La alta presion hidrostatica causa una disminucion en el espacio molecular
disponible 0 un aumento de la interaccion entre particulas. Las reacciones no se ven
modificadas por las altas presiones si no existe un cambio de volumen entre productos v

reactivos o si ambos poseen cargas iguales (Barbosa-Canovas ef al., 1998).

Las altas presiones modifican la estructura terciaria y cuaternaria de las proteinas, lo
cual significa que las enzimas son alteradas por la alta presion. Esta alteracion es debida a la
modificacion de las estructuras intermoleculares y cambios conformacionales en el sitio
activo de la enzima. Es por lo tanto de esperarse que algunas enzimas se inactiven con las
altas presiones, mientras que otras se activen, fenomeno que ha sido observado (Téllez e7
al., 2001). La alta presion hidrostatica aumenta la velocidad de las reacciones que

involucran una disminucion del volumen y retarda aquellas donde el volumen aumenta




(Téllez et al., 2001), es decir, su efecto se rige por el principio de Le Chatelier , segin la

siguiente ecuacion:

Ln Keinstiea = Ln ko — AV* . PRT

Donde k es la constante de la reacciony A V¥ el volumen de activacion (variacion de

volumen entre el complejo activado y los reactivos). Este principio se refiere a que cuando
se perturba un sistema en equilibrio éste responde tendiendo a minimizar el efecto de la
perturbacion. Esto quiere decir que cuando se aplica presion a un sistema en equilibrio el

sistema se ajustara para minimizar el aumento.

1.1.5. EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE AGUA EN LA INACTIVACION

Para una actividad del agua cercana o por debajo de 0.9, las células vivas entran en
un estado latente en el cual la membrana celular es modificada y llega a ser mas resistente a
la presion (Knorr, 1994). Por lo tanto la inactivacion de los microorganismos sometidos a
presurizacion depende de la actividad del agua. Para la inactivacion de Candida parapsilosis
y Candida tropicalis se requirieron niveles de presiones mas altas o combinaciones de
presion y temperatura cuando se encontraban en alimentos ricos en aziicar (Knorr, 1994). La
resistencia a la inactivacion se incrementa con una disminucion en la actividad de agua y
puede ser atribuida a una reduccién y supresion del desarrollo de la ~élula. Las soluciones
salinas también favorecen la resistencia a la APH. Se ha encontrado que en productos
alimentarios desecados o con bajo contenido de agua, como las especias, el tratamiento APH
no es efectivo para fines de esterilizacion, Al menos se necesita un porcentaje de agua de al
menos un 70% para lograr reducir algo la poblacion microbiana en mezclas de especies que

contienen 10" microorganismos por gramo (Kowalski ¢f al., 1992).
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Figura 2. Efecto de la actividad del agua. Vaso de unicel sujeto a
266 Mpa y paquetes de fruta (con jugo) sujetos a 533 Mpa (Ver texto).

En la figura 2 se ilustra que el agua presente en los alimentos protege su estructura de
dafios fisicos durante la coinpresion. Entre mayor sea el contenido de agua en los alimentos
y menor la cantidad de aire, la presion hidrostatica podria no dafiar al alimento. En la figura

2 el vaso tiene un elevado contenido de aire por eso es dafiado.

1.1.6. EFECTO DE LA ALTA PRESION SOBRE LAS CARACTERISTICAS
SENSORIALES DE LOS ALIMENTOS.

Aunque las caracteristicas sensoriales de los alimentos en la mayoria de los casos
mejoran o no sufren modificaciones con la alta presion, en otros si se alteran y algunas veces
de forma indeseable. El jugo de toronja tratado por esta nueva tecnologia. a diferencia de los
procesos térmicos convencionales, no posee el sabor amargo que le confiere el limoneno.
Los jugos de otros citricos, después del tratamiento adquieren un sabor fresco. sin pérdida
de vitamina C y con una vida util de 17 meses. Tanto colores, como sabores v olores. no se
ven afectados por la alta presion (Sangronis ef al., 1997). Sin embargo, en el caso de
algunos tipos de frutas como las peras se produce un oscurecimiento rapido despues del

tratamiento debido a que se incrementa la actividad de la polifenoloxidasa (Asaka




Hayashi, 1991). Otros autores (Kimura ef al., 1994) afirman que las mermeladas obtenidas
por alta presion retienen el sabor y el color de la fruta fresca, a diferencia de las mermeladas
procesadas por calentamiento. La influencia de este tratamiento en las caracteristicas
organolépticas de los alimentos depende del tipo de alimento y de las condiciones de
presurizacion y no es posible generalizar. Se debe estudiar cada caso en particular antes de

plantearse la comercializacion de un producto alimenticio presurizado (Téllez et al ., 2001).

La reducida alteracion del sabor de los alimentos puede deberse al hecho de que la
alta presion no ataca los enlaces covalentes, los cuales son importantes en el sabor, pero los
enlaces no covalentes como los puentes de hidrogeno tipicos de la estructura terciaria de las

proteinas sufren modificaciones importantes (Sangronis ef al., 1997).

a) b) c)

Figura 3. Diferentes productos presurizados. a) Guacamole, b) Rebanadas
de jamon y c) Postre de frutas.

1.2. APLICACION DEL CO; COMO MEDIO PRESURIZANTE

Las mas recientes investigaciones acerca de las altas presiones se basan en
determinar que tan factible es la aplicacion de medios presurizantes diferentes al H,O, tales

como N y CO,. Actualmente han aumentado las investigaciones para determinar los efectos




de la alta presioén con CO, sobre la inactivacién de microorganismos, encontrandose que se
trata de una tecnologia potencial no térmica para la preservacion de alimentos (Hong et al.,

2000). Esta alternativa, sin embargo, no ha sido estudiada atn en forma sistematica.

1.2.1. PROPIEDADES DEL CO;

Son muchas las caracteristicas que hacen posible la utilizacion del CO> como medio
presurizante, ya que es fisiologicamente seguro, no toxico, barato, incoloro e inodoro y con

ligero sabor acido. La tabla 4 muestra las caracteristicas fisicas mas importantes del CO,.

Tabla 4. Propiedades fisicas del dioxido de carbono (CO,).

Peso molecular 44.01 g/mol
Peso especifico 1.53

Temperatura y presion criticas
Temperatura de ebullicion (a 1 Kg/cm®)
Calor latente de vaporizacion

Densidad de liquido ( a 1 atm y —79.8°C)
Densidad de gas (a 1 atm)

Punto triple

31.1°Cy 72.8 atm.
-78.5°C

136.7 Kcal/Kg
1.562 Kg/m’

2.814 Kg/m’
-56.57°C, 5.185 bar

Ref. (A. Madrid et. al; 1991)

Se ha reportado el uso de CO; bajo presiones en un intervalo de 10-100 atm para

la inactivacion de microorganismos y de ciertas enzimas (Haas ef al., 1989; Arreola ef al..
1991; Chen ef al., 1992; Lin et al., 1993,1994; Ishikawa ef al., 1995; Ballestra er al.. 1996:
Hong, 1997). Sin embargo, no se encontraron trabajos referentes a la aplicacion del

tratamiento en medios semi-solidos como los estudiados en este trabajo
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1.2.2 POSIBLE MECANISMO DE INACTIVACION

La accion primaria de inactivacion microbiana es probablemente iniciada por el
disturbio 6 dafio del balance de los sistemas biologicos de las células (Lin et al,
1993,1994). Esta metodologia involucra la penetracion del fluido dentro del microorganismo
extrayendo los constituyentes de la célula. Al extraer los lipidos esenciales u otros
componentes vitales de la célula 0 membranas celulares, las células son inactivadas (Lin ef
al., 1992). Aunque reportes previos han demostrado la factibilidad del tratamiento con CO,

el mecanismo de inactivacion celular no ha sido explicado claramente (Hong ef al., 2000).

La ruptura de la pared celular durante el incremento de la presion o la extraccion de
los lipidos de la pared celular pueden ser una de las causas de la muerte celular. En la
opinion de otros autores la inactivacion se debe a la capacidad del CO; para difundirse
facilmente dentro de las células y alterar el pH en su interior. El factor clave es de otra forma
atribuido a la inactivacion de algunas enzimas por el decremento del pH y a la extraccién de
substancias intracelular (como fosfolipidos y compuestos hidrofobicos) e interferir con el
transporte activo y pasivo a través de la membrana. También las descarboxilasas pueden ser
inhibidas especificamente por un gran exceso de CO,, rompiendo los cambios metabolicos.
Otra posible causa de inactivacion es la reaccion del bicarbonato de la célula que podria
relacionarse con el efecto bactericida del CO,. El bicarbonato se convierte en carbonato que
es capaz de precipitar al calcio y magnesio intracelular y por lo tanto producir cambios en

los sistemas biologicos.

Resulta interesante notar que, independientemente del mecanismo, generalmente se
han observado dos fases en las curvas de sobrevivencia de los microorganismos tratados con
CO; bajo presion. A cualquier presion, la primera fase es caracterizada por indice de

inactivacion lento, el cual aumenta rapidamente en la segunda fase (Erkmen, 2000).




El CO; puede encontrar la penetracion dentro de las células a una velocidad mucho

mas rapida que el oxigeno y que otros fluidos que no producen acidificacion en solucion.

Los parametros que mas influyen en la inactivacion microbiana a través de la alta
presion con CO; son: presion, acidificacion, temperatura, tiempo de exposicion y tipo de
microorganismo. Estos factores no solo afectan en la inactivacion microbiana por las
caracteristicas de transferencia del CO,, sino también actia en la actividad biologica de las
células microbianas. Otros factores que también pueden influir en la tasa de inactivacion
son: contenido de agua, pH, constituyentes del medio, estado del CO; (gas, liquido y
supercritico) y crecimiento celular; siendo el pH y el contenido de agua de la suspension los
parametros mas importantes, ya que pueden influir en la resistencia celular a la penetracion
del CO;, (Ballestra et al., 1996).

Es importante reconocer que la presion controla principalmente el indice de
solubilizacion del CO; y su solubilidad en el medio de suspension. Por consiguiente, a
presiones elevadas aumenta la solubilizacion de CO; facilitando su contacto con las células
y una vez que el CO; penetra dentro de las células y su concentracion alcanza un nivel
critico ejerce un efecto letal. Debido a esto la inactivacion microbiana por altas presiones
con CO; es gobernada esencialmente por la penetracion del CO; dentro de las células (Hong,
1997).

Van Eijs, (1989) reporté los efectos del CO; sobre Lactobacillus plantarum,
Escherichia coli y Candida albicans. Sus resultados demostraron que cuatro posibles

mecanismos pueden ser responsables del dafio celular debido a la alta presion con CO»:

1) Extraccion de compuestos esenciales
2) Estallido de la célula

3) Acidificacion del medio

4) Toxicidad del CO;




1.2.3. EFECTO DE LOS CONSTITUYENTES DEL MEDIO

Previos estudios realizados sobre la esterilizacion de alimentos con alta presion con
CO; indicaron que el agua es esencial para lograr la inactivacion de los microorganismos y
que el CO; bajo presion es inocuo al aplicarse a sustancias secas ( Taniguchi ef al., 1987). La
razon por la que las células son mas accesibles a un tratamiento con CO; es probablemente
un resultado directo del hinchamiento de la pared y membrana celular en presencia de agua
siendo asi mas permeables al CO; (Lin ef al., 1993). El agua también es requerida para la
hidratacion del CO, y formar acido carbonico que puede modificar el pH de la suspension
(Hong y Pyun, 1999).

Particularmente el CO; tiene relativamente baja solubilidad en agua, siendo mas
soluble en lipidos, dependiendo de la presién y temperatura. Por lo que podria penetrar
facilmente a través de la membrana celular que consiste en una doble capa de fosfolipidos,
cambiando su fluidez. Esta difusion a través de la membrana que también es favorecida por
la presién podria llevar a cabo un rapido decremento del pH interno. A pH acido alguna
enzimas como las que participan en la glicdlisis podrian ser inactivadas. Estas enzimas
juegan un papel fundamental en la regulacion de los procesos metabolicos como son el

transporte de iones, aminoacidos y péptidos.

1.2.4. EL CO; EN CONDICIONES SUPERCRITICAS

Se ha considerado como mas favorable la utilizacion del COs en estado supercritico,
ya que ademas de presentar las caracteristicas antes mencionadas tiene una presion y
temperatura critica relativamente bajas de 72.8 atm y 31.1°C. Los tluidos supercriticos

tienen un alto poder como solvente cerca del punto critico y este puede ser variado




facilmente por encima de un amplio rango a través de leves cambios en temperatura y

presion.

Los fluidos supercriticos exhiben una tnica combinacion de propiedades: densidad
tipica de un liquido y alta compresibilidad, muy baja viscosidad y una alta difusividad,
ambas propiedades tipicas de los gases Las dos primeras propiedades hacen que el poder
solvente de los fluidos supercriticos sea mas facilmente controlable, mientras que la baja
viscosidad y difusividad marcan un incremento en el fendbmeno de transporte de masa y

aumenta la velocidad de los procesos (Andrzej y Janusz, 1994).

81C
Temperature

Figura 4. CO; en condiciones supercriticas
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Se han realizado muy pocas investigaciones acerca del efecto antimicrobiano del
CO; en condiciones supercriticas. El primer trabajo fue publicado por Kamihira et al,
(1987) quienes reportaron el efecto de esterilizacion que presenta e! CO, supercritico en
comparacion con el CO, gaseoso y liquido. Lin ef al, (1991,1992) estudiaron la
desintegracion de células de Sacharomyces cerevisiae usando CO; en condiciones
supercriticas y subcriticas, encontrando que el tratamiento no es muy efectivo para algunas
células microbianas, incluyendo levaduras, que tienen la pared celular extremadamente
gruesa y rigida. Se ha demostrado que el tratamiento con este fluido a 150 bar por 15 min.
provoca la misma reduccién microbiana que al aplicar la alta presion hidrostatica a 3000 bar

a la misma temperatura y tiempo (Esmelt, 1992).

Hasta ahora este método ha sido poco estudiado y no ha sido explotado a nivel
industrial. Se requieren mas investigaciones para determinar el mecanismo exacto de
inactivacion y asi proporcionar nuevos métodos para mejorar la eficiencia del tratamiento y

poder ampliar su aplicacion en los alimentos.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1.CONSERVACION DEL MICROORGANISMO

Se utilizo la cepa 42L, aislada previamente de muestras de pozol, conservada por

ultracongelacion (-70 °C).

Se.inocularon 10 ml de caldo APT (DIFCO Lab Detroit, Michigan), contenidos en un
tubo de centrifuga de 50 ml, con una perla de vidrio conservada a —70 °C en donde se
encuentra presente el microorganismo. Se incubé por 24 horas a 30°C. Después de este
tiempo el cultivo se centrifugd a 7500 rpm durante 15 min y se decant6 el sobrenadante. El
paquete celular se lavo dos veces con 10 ml de H,O destilada estéril (Se afiadieron 10 ml de
agua destilada estéril, se agitd y se centrifugd a 7500rpm durante 15 min y después se
decanto el sobrenadante). El paquete celular ya lavado se resuspendié en 0.2ml de agua
destilada estéril y se transfiri6 a viales con perlas de vidrio en glicerol (se utilizaron 20
perlas en cada tubo con 0.8 ml de caldo nutritivo con glicerol al 11%). Se agitaron los tubos
vigorosamente y se retiré el liquido con una pipeta pasteur. Los tubos se almacenaron a
=70°C.

2.2.2. PREPARACION DEL INOCULO

Se utilizo el caldo MRS (Oxoid) para cultivar a Leuconostoc citreum. Las
condiciones de incubacion dependieron de la cuenta inicial de microorganismos requeridos
para llevar a cabo la experimentacion. La cuenta inicial de microorganismos varid en un
rango de 10" a 10" UFC/g. A continuacion se presenta el procedimiento de preparacion del

indculo para obtener las diferentes cuentas iniciales que se utilizaron:




CUENTA INICIAL EN UN RANGO DE 10° UFC/g.

Se inocularon 5 ml de caldo MRS (Oxoid), con 1 perla de vidrio. El caldo se incubo
a 30°C por 22 horas y después se diluydo 100 veces (tomando 0.5 ml del cultivo y
diluyendo en 4.5 ml de peptona al 0.1%, dos veces). De esta manera la concentracion del

cultivo inicial se encontré en un rango de 10° UFC/g.

CUENTA INICIAL EN UN RANGO DE 107 UFC/g

Se inocularon 5 ml de caldo MRS con una perla de vidrio. El caldo se incub6 a 30°C
por 22 h. Después de este tiempo de incubacion la concentracion del cultivo inicial se
encontré en un intervalo de 2.7 x 107 a 1.1 x 10° UFC/g. Para ajustar la concentracion

inicial del inéculo, después de las 22 h de incubacion se ajusto su absorbancia a 540 nm.

CUENTA INICIAL EN UN RANGO DE 10° UFC/g.

Se inocularon 5 ml de caldo MRS con 1 perla de vidrio y se incubo durante 22 h a
30°C. Después de la incubacion el medio de cultivo se resuspendio en 45 ml de caldo MRS,
contenidos en un tubo de centrifuga de 50 ml, dejandose incubar por 22 h a 30°C. Después
de este tiempo de incubacion el medio se centrifugd a 7500 rpm durante 15 min y se decanto
el sobrenadante. El paquete celular se resuspendié en 5 ml de caldo MRS y el medio se agito
vigorosamente. La concentracion de cultivo inicial se encontroé en un rango de 1.8x10° a

5.6x10” UFC/g.




CUENTA INICIAL EN UN RANGO DE 10" a 10" UFC/g

Se inocularon 45 ml de caldo MRS con 9 perlas de vidrio y se incubé por 22 h a
30°C. Después de este tiempo de incubacion los 45 ml de cultivo se reinocularon en 405 ml
de caldo MRS contenidos en un tubo de centrifuga de 500 ml, dejandose incubar por 22h a
30 °C. El medio se centrifug6 a 7500 rpm durante 15 min. y se decanto el sobrenadante. El
paquete celular se resuspendid en 7.5 ml de peptona estéril al 0.1% y por udltimo se
homogeneizoé el cultivo mediante agitacion. La concentracion del cultivo inicial se encontréd

en un rango de 10" a 10" UFC/g.

2.2.3. PREPARACION E INOCULACION DE LAS MUESTRAS

2.2.3.1. MUESTRAS DE MASA DE MAIZ NIXTAMALIZADA

Se pesaron 25g de H,O estéril y se le adicionaron 5 ml del cultivo previamente
obtenido, dependiendo de la cuenta inicial que se haya requerido, se homogeneizo para la
incorporacion del medio de cultivo con el agua. Se agregaron 20g de harina de maiz
nixtamalizada (marca Minsa, lote # 1153), y por ultimo se homogenizo la mezcla para asi
obtener la masa. Se utilizaron muestras de 5g de masa. También se determind su porcentaje

de humedad y actividad de agua.




2.2.3.2. MUESTRAS DE AGAR

Se utilizaron muestras de agar para inmovilizar el microorganismo debido a las
propiedades que presenta: El agar es un polimero sulfatado compuesto principalmente por
D-galactosa, 3,6-anhidro-L-galactosa y acido D-glucurdnico. El agar es un buen agente
solidificante porque una vez que se funde en agua hirviendo, puede enfriarse hasta una
temperatura de 40 a 42°C sin solidificarse y no se funde de nuevo hasta que no se alcance
una temperatura de 80 a 90°C. Las propiedades y estabilidad del gel dependen de la

concentracion de agar y de su peso molecular.

Se hicieron pruebas para determinar qué porcentaje de humedad se requeria para que
las muestras de agar fueran manejables (gel duro y que pudiera ser disgregado en el
homogeneizador Stomacher). Se probaron diferentes porcentajes de bactoagar (DIFCO
Lab., Detroit, USA): 2, 3,5, 7, 10y 12%. Se logro la formacion del gel hasta un 7% de
bactoagar, ya que al utilizar una concentracion arriba del 10% ni siquiera se pudo obtener
la completa hidratacion del bactoagar. También se hicieron pruebas de homogeneizacion de
estas muestras en el Stomacher, para verificar que se pudiera obtener el completo
rompimiento del gel y asi liberar al microorganismo y determinar posteriormente la cuenta

microbiana.

Por medio de estas pruebas se decidio utilizar muestras con 7% de bactoagar. Para su
elaboracion se incorporaron 1.57g de bactoagar en 22.5 ml de H-O destilada.
posteriormente se esterilizd (121°C durante 15 min.) y después se dejo enfriar hasta una
temperatura alrededor de 45°C. Se adicionaron 2.5ml del cultivo previamente obtenido.
homogeneizando rapidamente mediante agitacion para evitar su solidificacion. Se tomaron
muestras de 5 ml por medio de una jeringa de 10 ml y este volumen se transfirio
rapidamente al cartucho cilindrico de acero inoxidable donde se aplica la alta presion con

COs.. para de esta manera darle la forma a las muestras de agar.




2.2.4. APLICACION DE LA ALTA PRESION CON CO;

La aplicacion de la alta presion con CO; se llevo a acabo en el equipo Hewlett

Packard Mod 7680 T (Figura 5), utilizado principalmente para extraccion analitica.

Figura 5. Extractor Hewlett Packard 7680 T

2.2.4.1. ESPECIFICACIONES DEL EQUIPO

Especificaciones fisicas: Tamafio 68 cm. X 43 cm x 53 cm; 83 cm x 46.3 cm x 52.8 cm con
botellas de solventes de enjuague y charola del carrusel. Peso: 68 Kg. El extractor se
encuentra acoplado a una computadora HP 486 que tiene un software especialmente

diseiiado para este equipo (Chemstation de HP).




Cartuchos de extraccion (figura 6): Cartuchos de sello automatico a fuerza constante de

cerrado. 7 ml de capacidad con sellos peek, orientacion vertical y tamafo de poro de 2.0

micras en los sellos. Tapones colocables a mano. Presion maxima 540 bar

Figura 6. Cartuchos de extraccion

2.2.42. APLICACION DE LA ALTA PRESION EN EL EQUIPO

Los pasos para la aplicacion del tratamiento son los siguientes:

2

ad

Filtrar y desgasificar los solventes de enjuague. Los solventes deben ser de grado
HPLC.

Purgar la bomba de solventes de enjuague.

Colocar la muestra en el cartucho. Taparlo, colocando un circulo de papel filtro en
cada tapon para evitar el paso de particulas hacia la tuberia

Ajustar las condiciones de extraccion en la computadora:
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e Temperatura = 45°C

Flujo de CO; = Iml/min
e Presion =100, 189y 316 bar
e Tiempo =5 a 60 min,

5. Correr el método

6. Purgar el disolvente para limpiar las tuberias.

2.2.5. DETERMINACION DE LA CUENTA MICROBIANA ANTES Y DESPUES
DEL TRATAMIENTO.

2.2.5.1. CUENTA EN PLACA DE MICROORGANISMOS

Las muestras antes y después del tratamiento se colocaron en 45 ml de peptona al
0.1%, contenidos en un matraz de 250 ml. Posteriormente se pasaron a bolsas de stomacher
y se homogenizaron en un stomacher 400 (Seward). La velocidad de homogenizacion
vari6 dependiendo del tipo de muestra, para las muestras de masa se uso una velocidad
normal durante 30 segundos y para las muestras de agar una velocidad alta durante 2 min.
Se realizaron diluciones decimales en viales con 4.5 ml de peptona al 0.1%. Se inocularon
0.1 ml de cada dilucion en cajas Petri con agar MRS, por duplicado. Las placas se
incubaron durante 48 ha 30 °C y se determiné la cuenta de microorganismos en cada una
de las cajas que contuvieran entre 30 y 300 colonias. El diagrama de trabajo se presenta en

el anexo 3.
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2252 DETERMINACION DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO SOBRE LOS
MICROORGANISMOS

El efecto del tratamiento se evaludo como el logaritmo del cociente entre la
proporcion de células sobrevivientes después del tratamiento y la cuenta de células antes
del tratamiento [log (N/No)]. Considerando que la cinética de inactivacion es exponencial y
pudiera seguir el comportamiento de una reaccion de primer orden, la cinética de

inactivacion se puede expresar asi:

-d[N]/dt= k[N], integrando:

Log [N/NoJ=-kt

Al graficar el Log (N/No) en funcién del tiempo se obtiene una linea recta cuya

pendiente es igual a la constante de inactivacion.

2.2.6. CUANTIFICACION DE LAS CELULAS NO DANADAS

La cuenta de microorganismos no dafiados en las muestras tratadas y sin tratar se
determino en cajas de agar MRS con 5% de NaCl (MRSS). Este medio se utilizo para
determinar las células que no fueron dafiadas durante la aplicacion de la alta presion, ya que
las celulas que presentan algun tipo de dafio son incapaces de formar colonias en medios que
presenten algun tipo de restriccion. en este caso se utilizd agar MRS con una alta

concentracion de sal.




2.2.7. DETERMINACION DE LA INACTIVACION EN DIFERENTES PARTES DE
LA MUFSTRA

Debido a que el CO; fluye por la parte superior e inferior del tubo de acero
inoxidable al aplicar la alta presion. Se llevo a cabo la division de las muestras de masa y de
agar después de aplicar la alta presion con CO, para determinar si la inactivacion del
microorganismo era uniforme en cualquier parte del cilindro. Para esto las muestras de 5 g
se dividieron transversalmente en tres partes de un mismo tamaifio y peso (1.66 g) como se

muestra en la figura 7.

——p» Periferia superior

—p Centro
weeefpe Periferia inferior

Figura 7. Division de las muestras de 5 g de agar o de masa

Cada parte de la muestra se colocé en 18 ml de peptona al 0.1%, contenidos en
matraces de 50 ml. Posteriormente se homogeneizaron en un “stomacher”, la velocidad de
homogeneizacion dependié del tipo de muestra por lo que, para las muestras de masa se
uso una velocidad normal durante 30 segundos y para las muestras de agar velocidad alta
durante 2 min. Se realizaron diluciones decimales para posteriormente determinar la cuenta
de microorganismos por extension en placa con agar MRS. También se determino la
cuenta microbiana a las muestras completas con tratamiento, con el fin de comparar la

A : i = " wis g i Gl . . 7
inactivacion del microorganismo. Se utilizo una cuenta inicial de microorganismos de 10,

debido a que es relativamente mas facil alcanzar esta densidad celular.




2.2.8. DETERMINACION DEL pH.

El pH se determiné directamente en la dilucion 1:10 (p /v) de las muestras de masa y

de agar, presurizadas y sin presurizar. Se utilizé un potencidémetro ( BECKMAN).

2.2.9. DETERMINACION DEL DANO QUE SE PROVOCA A Leuconostoc citreum
AL APLICAR LA ALTA PRESION CON CO,

2.2.9.1. DETERMINACION DE LA LIBERACION DE MATERIAL INTRACELULAR

Se colocaron los 45 ml de la dilucion 1:10 de las muestras presurizadas y sin presurizar
en un tubo de centrifuga de 50 ml estéril. Las muestras de agar se centrifugaron a 7500 rpm
durante 15 min. y las de masa a 7500 rpm durante 30 min. Se decanté el sobrenadante, y se
almacend a 4°C, para posteriormente determinar la absorbancia a 260 y 280 nm. También

se obtuvo un barrido espectral de 220 a 300 nm.

En las muestras de agar se determind directamente la absorbancia del sobrenadante.
Para las muestras de masa se diluyo 1 ml del sobrenadante en 5 ml de peptona al 0.1% para

posteriormente determinar la absorbancia, ya que el sobrenadante presentaba turbidez.

2.2.9.2 OBSERVACION MICROSCOPICA

Después de centrifugar la dilucion (1:10) a 7500 rpm, se decanto el sobrenadante, se
tomo una asada del sedimento y se fijo en un porta-objetos. Se realizaron tinciones de Gram
v preparaciones en fresco de las muestras en el microscopio. Se observaron todas las

muestras presurizadas a los diferentes tiempos v también las muestras sin presurizar
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2.2.9.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD METABOLICA DEL
MICROORGANISMO

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la actividad de Leuconostoc citreum, se
determind su crecimiento y produccion de acidez en las muestras con y sin tratamiento.
Después de centrifugar la dilucion (1:10) y decantar el sobrenadante de las muestras
tratadas durante 15, 30 y 60 min. y sin tratar, se afiadio al sedimento 5 ml de peptona al
0.1% y se homogeneizo, se tomaron 2.5 ml de esta suspension y se resuspendieron en 250
ml de caldo MRS, contenidos en un matraz de 500 ml. El matraz se incubé a 30°C durante
30 h. Se tomaron muestras de 5 ml en intervalos de 2 h para determinar crecimiento y

produccion de acidez.

2.2.9.3.1 DETERMINACION DE CRECIMIENTO

Se determiné directamente la absorbancia a 540 nm de cada muestra (utilizando

como blanco caldo MRS) para obtener la curva de crecimiento del microorganismo.

2.2.9.3.2 DETERMINACION DE ACIDEZ

Los 5 ml de medio de cultivo se diluyeron con 10 ml de H;O destilada y se titularon
con NaOH O0.IN (reactivo analitico, HYCEL de Meéxico) utilizando como indicador
fenolftaleina. Se reportd el porcentaje de acido producido con respecto al tiempo de
incubacion. También se determiné el crecimiento y produccion de acidez resuspendiendo
otros 2.5 ml del sedimento en caldo MRS con 5% de NaCl. Esto permitid determinar si

Leuconostoc citreum estaba danado después de aplicar la alta presion con CO,.




2.2.10.DETERMINACION DEL EFECTO DEL CALCIO PRESENTE EN LAS
MUESTRAS DE MASA Y AGAR SOBRE LA EFECTIVIDAD DEL
TRATAMIENTO.

Debido a que las muestras de masa presentan una elevada concentracion de calcio
por ser de maiz nixtamalizado y ademas este mineral también esta presente en menor
cantidad en las muestras de agar, determiné si su presencia en las muestras podria tener

algun efecto en la inactivacion de Leuconostoc citreum al aplicar la alta presion.

Para esta determinacion se inocularon 5ml de caldo MRS con 1 perla de vidrio y se
incubd durante 22 h a 30°C. Después de la incubacion el medio de cultivo se resuspendi6 en
45 ml de caldo MRS, contenidos en un tubo de centrifuga de 50 ml, dejandose incubar por
22 h a 30°C. Después de este tiempo de incubacion el medio se centrifugé a 7500 rpm
durante 15 min. y se decant6 el sobrenadante. El paquete celular se resuspendio en 5 ml de
solucién salina isotonica (0.85% NaCl) adicionada con CaCls, ya que esta sal si es soluble
en agua y el CaO necesita condiciones acidas para solubilizarse. Posteriormente se tomaron
0.5 ml del medio de cultivo adicionado con calcio y se depositod en un trozo de papel filtro
que sirvi6 como medio de soporte (figura 8). Las muestras se colocaron en el cartucho
donde se aplica la alta presion con CO,. Se determinaron las condiciones en el equipo. Se
aplicaron 100 bar a 45°C durante 2, 4 v 6 min. y por ultimo se determiné la cuenta
microbiana antes y después del tratamiento. El diagrama de trabajo se presenta en el
ANEXO 3.
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La concentracion de calcio utilizada se determind de acuerdo a la cantidad presente
en las muestras de masa y de agar. Para determinar la concentracion de calcio presente en

las muestras de masa se partio de la composicion quimica de la tortilla de maiz (tabla 5).

Tabla 5. Composicion quimica de la tortilla de maiz

% Humedad 41.9
Energia (Kcal) 2383
Proteina (%) 6.5
Grasa (%) 25
Fibra dietética total (%) 74
Fibra dietética insoluble 6.3
Cenizas 22
Minerales

Ca (mg/100g) 92.8
Fe (mg/100g) 25
Mg (mg/100g) 69.7
P (mg/100g) 162.6
K (mg/100g) 205.3

Ref. (Serna Saldivar er al; 1993)

Para determinar la concentracion de calcio que contienen las muestras de agar se
considero la informacion presentada en el manual OXOID. En éste se menciona que existen
tres tipos de agar de acuerdo a su composicion (tabla 6). A partir de esta informacion se

decidio utilizar la maxima concentracion de calcio que pudiera estar presente en el agar.
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Tabla 6. Analisis tipico del agar.

L13 L28 L11
Humedad (%) 12.0 7.0 7.0
Cenizas 4.2 36 2.0
S04 1.7 0.7 0.9
Nitrégeno total 0.1 0.1 0.1
Ca ) 400ppm 100ppm 100ppm
Mg 100ppm 70ppm 40ppm
Fe -—- 10ppm -

Ref. (The OXOID Manual, 1990)

Las concentraciones de calcio utilizadas para determinar su efecto en la inactivacion

de Leuconostoc citreum son las siguientes:

Tabla 7. Concentraciones de calcio utilizadas

MUESTRAS CONCENTRACION DE CALCIO
mg/100g
CONTROL
MUESTRA 1
(calcio presente en las muestras de masa) 312
MUESTRA 2
(calcio presente en las muestras de agar) 9.69
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CAPITULO Il

I11) RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio se enfoco principalmente a la aplicacion de la alta presion con CO;, para
lograr la inactivacion de Leuconostoc citreum en sistemas modelo semi-solidos (masa de
maiz nixtamalizada y agar solidificado) como una alternativa a los métodos tradicionales de

conservacion de alimentos.

PRIMERA ETAPA

3.1 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES INICIALES DE TRABAJO

Para llevar a cabo la aplicacion del tratamiento, primero fue necesario determinar las

condiciones iniciales de trabajo, tales como:

1) Estandarizacién de la muestra: peso, tamafio, formay % de humedad.
2) Estandarizacion de la cuenta inicial de microorganismos en las muestras.
3) Determinacion de las condiciones iniciales en el equipo: presion, temperatura y tiempo

de exposicion.

En los primeros experimentos se utilizaron muestras de 5g masa de maiz
nixtamalizada con un 60% de humedad y una actividad de agua de 0.950. Para la
estandarizacion de las muestras se considero la cantidad de muestra que se puede introducir
dentro del cartucho cilindrico donde se aplica la alta presion. Las muestras de masa

utilizadas se pueden observar en la figura 8.
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Figura 8. Muestras de masa de maiz nixtamalizado

Al tener las muestras de masa estandarizadas, también fue necesario estandarizar la
cuenta inicial de Leuconostoc citreum variando sus condiciones de incubacion y asi obtener

diferentes cuentas iniciales que van de 10° a 10"' UFC/g.

3.1.1. EFECTO DE LA PRESION SOBRE LA INACTIVACION

Primero se determind el efecto de la presion sobre la inactivacion del
microorganismo, para lo cual se aplicaron tres presiunes diferentes 100, 189 y 316 bar a
una temperatura constante de 45°C, durante 15, 30, 45 y 60 min. En la figura 9 se observa

la cinética de inactivacion obtenida.
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VIABILIDAD DE Leuconostoc citreum EN CO2 SC
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Figura 9. Inactivacion de Leuconostoc citreum (Log N/No)) en funcion de la alta presion con CO; a
45°C. La cuenta inicial fue de 1.8x10%a 5.6x10° UFC/g. (tabla 1 en anexo 1)

En la figura 10 se puede observar que no existe gran diferencia entre las tres
presiones aplicadas. Durante los primeros 45 minutos de exposicion al tratamiento se
observa una minima diferencia entre las 3 curvas de inactivacion. También hasta este tiempo
se obtuvo una inactivacion lenta del microorganismo, la cual incrementd rapidamente hasta
los 60 min. La maxima reduccion de la cuenta microbiana se presento al aplicar una presion

de 316 bar durante 60 minutos.

Este comportamiento no concuerda con investigaciones realizadas anteriormente, en
las que se ha reportado que un incremento en la presion provoca un mavor dafo a las células

microbianas y por lo tanto su mas rapida y mayor inactivacion. Por ejemplo Hong ¢r af.,
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(2000) reportaron que la muerte de Lactobacillus plantarum fue acelerada con un
incremento en la presion de CO; en un rango de 5 a 7 MPa a 30°C, por lo que propusieron
que la presion controla la tasa de solubilidad del CU; y su solubilidad en el medio de
suspension. Cuando el CO; penetra dentro de las células y su concentracion dentro de ellas
alcanza un nivel critico, puede ejercer un efecto letal, dafiando el delicado balance quimico

de los sistemas biologicos.

Segiun Lin er al, (1994) la alta presion incrementa la solubilizacion del CO,
facilitando su contacto con las células, por lo que la inactivacion microbiana es gobernada
esencialmente por la penetracion del CO; dentro de las células y su efectividad puede ser
mejorada por un incremento en la tasa de transferencia que depende de la presion. Sin
embargo la inactivacion microbiana obtenida al aplicar el tratamiento durante 60 minutos no
es confiable, ya que sc obtuvo una cuenta baja, no representativa del microorganismo en las
cajas con agar MRS, para tener una cuenta representativa se deben tener minimo 30
colonias en la caja con la dilucion 10" Independientemente de la cuenta inicial de

microorganismos ya no hay crecimiento al aplicar el tratamiento durante 60 min.

3.1.2. EFECTO DE LA CUENTA INICIAL DE MICROORGANISMOS

Al determinar el efecto de la presion sobre la inactivacion de Leuconostoc citreum se
obtuvo su completa inactivacion al aplicar el tratamiento durante 60 minutos. Debido a ésto
se decidi6 que era necesario aumentar la cuenta inicial, pera asi obtener una cuenta
representativa al aplicar el tratamiento durante 60 min. Primero fue necesario determinar el
efecto de la cuenta inicial de Leuconostoc citreum en su inactivacion al aplicar la alta
presion con CO,. Para esto se aplico el tratamiento a las muestras de masa estudiando 3
diferentes cuentas iniciales a una presion y temperatura constantes 316 bar v 45 °C.

respectivamente. Los resultados se presentan en la figura 10.

&l
J



VIABILIDAD DE Leuconostoc citreum EN CO2 SC

g
o
=z
—
P4
S
8
=
-8 A 4
_— = — 316 bar (Ci 107 )
sl ——®——  31gbar(cCit0’ )
—-—&— — 31§ bar(Ci10%)
-10 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
TIEMPO (min)

FIGURA 10. Inactivacion de Leuconostoc citreum (Log (N/No)) en funcion de su cuenta inicial
durante la aplicacion de la alta presion con CO, a 316 bar v 45 °C. (tabla 2 anexo 1).

No se observaron diferencias en la cinética de inactivacion de Leuconostoc citreum
al variar su cuenta inicial. Se presento la misma cinética que cuando se vario la presion. Las
curvas presentaron tendencias similares para las 3 cuentas iniciales estudiadas, solo con
pequeiias variaciones en la inactivacion. Principalmente, la primera parte de las curvas la
inactivacion es lenta y no se observa diferencia entre las tres diferentes cuentas iniciales
utilizadas. Después de los 45 min de exposicion al tratamiento la inactivacion es mayor y
mas rapida. La completa inactivacion del microorganismo se obtuvo al aplicar el tratamiento
durante 60 min, partiendo de una cuenta inicial de 6.5x10° y 1.0 x10” UFC/g. Se observa
que al tener una cuenta inicial mas alta es mayor la caida en la curva de inactivacion. Por
medio de estos resultados puede deducirse que una variacion en la cuenta inicial de

microorganismos no presenta algin efecto considerable sobre la eficiencia en la
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inactivacion. Aunque es posible que al tener una cuenta mucho mas elevada del
microorganismo, en comparacion con las que aqui se estudiaron, se requiera un mayor

tiempo para lograr la inactivacion de las células microbianas.

3.1.3. UNIFORMIDAD DE LA INACTIVACION EN LAS MUESTRAS DE MASA

Por otro lado fue necesario verificar si la inactivacion de Leuconostoc citreum se
lleva a cabo de manera uniforme en las muestras. Se llegd a pensar que tal vez la
inactivacion no se presenta de manera uniforme debido a la conformacion y estructura que
presenta la masa de maiz, pudiendo evitar de alguna manera la inactivacion de los
microorganismos retenidos en el interior de la masa. Después de aplicar el tratamiento a las
muestras, se dividieron de manera transversal, quedando 3 partes de un mismo tamafio y
peso (1.66g). Primero se determino la cuenta microbiana en cada una de las tres partes sin
aplicar el tratamiento, asi como en la muestra completa, para verificar que la distribucion del
microorganismo fuera homogénea, lo cual se comprobo. Se comprobo que la inactivacion
obtenida en la muestra completa es similar a la obtenida en cada uno de los segmentos
(tabla 8), .por lo que la distribucion del microorganismo en las muestras de masa es

uniforme.

Tabla 8. Distribucion de Leuconostoc citreum en las muestras de masa.

MASA PERIFERIA PERIFERIA CENTRO
COMPLETA SUPERIOR INFERIOR

UFC/g UFClg UFClg UFC/g

1.4x10* 1.5x10% 1.1x10% 1.1x10®

Enla figura 11 se muestran los resultados obtenidos para esta etapa de la investigacion.




Figura i1. Uniformidad cn la inactivacién de Leuconostoc citreum (Log ( N/No)) en funcion de las
diferentes partes de la muestra aplicando una presion de 100 bar y 45°C. La cuenta inicial fue de
3.4x10° UFC/g (ver tabla 3 cn anexo 1).
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Se puede observar que la inactivacion se llevo a cabo de manera muy similar en
cualquier punto de las muestras (periferias y centro). No se observo diferencia significativa en
los indices de inactivacion presentados en la tabla 3 (anexo 1). Al parecer la forma y
composicion de las muestras de masa no limitan la inactivacion del microorganismo en su
interior, por lo tanto el CO; logra penetrar y difundirse uniformemente en cualquier punto de
las muestras de masa y posiblemente también dentro de la matriz. Este fenomeno se ha
confirmado también en tratamientos con alta presion hidrostatica, con los que se evita la
deformacion de los alimentos debido a que la presion se transmite de manera instantanea y

uniforme, es decir, no hay gradientes (Cheftel, 1995).
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Es importante resaltar que en este caso también se alcanzé la completa inactivacion
de Leuconostoc citreum al aplicar la alta presion durante 60 min. También en las curvas se
observo una mas rapida inactivacion después de los 45 min. y hasta los 60 min., lo que

concuerda con las experimentaciones reportadas previamente en este trabajo (figuras 10 y 11).

3.1.4 EFECTO DEL TIPO DE MUESTRA Y DETERMINACION DE LAS CELULAS NO
DANADAS.

Posteriormente se considero que la cinética de inactivacion de Leuconostoc citreum
hasta ahora obtenida podria ser diferente si se utiliza otro tipo de muestra, ya que es posible que
la composicién y estructura de la masa de maiz nixtamalizada pudiera proteger de cierta
manera la penetracion del CO; durante los primeros 45 minutos de exposicion al tratamiento.
Por este motivo se decidi6 aplicar el tratamiento en otro tipo de muestra. Se utilizaron muestras
de agar solidificado. Primero se determin6 el contenido de humedad que deberian tener las
muestras de agar, ya que de ésta depende la rigidez requerida para evitar su deformacion y
gelatinizacion al aplicar el tratamiento. Se utilizaron muestras de 5g de agar con 93% humedad
y una actividad de agua de 0.952. Se decidio aplicar la presion mas baja (100 bar) para evitar la
posible gelatinizacion de las muestras debido a su alto contenido de humedad ( 93%). En la

figura 12 se pueden observar las muestras de agar.
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Figura 12. Muestras de agar

Durante esta etapa de la investigacion se considerd que seria factible verificar si se
encontraban muy dafiadas las células microbianas después del tratamiento. Para esto se
determino la viabilidad del microorganismo en un medio de restriccion, agar MRS con 5%
de sal (medio MRSS), en el cual solo tienen la capacidad de desarrollarse las células no
daiiadas. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 13. La inactivacion obtenida
para las muestras de agar se compard con resultados previamente obtenidos para las

muestras de masa.
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Figura 13. Inactivacion de Leuconostoc citreum (Log (N/No)) en funcion del tipo de muestra,
aplicando una presion de 100 bar en el agar y 316 bar en la masa a 45°C, la cuenta inicial fue de
1.0x107a 2.2x10” UFC/g. Y determinacién de la viabilidad del microorganismo en un medio restrictivo
(agar MRS con 5% de NaCl).

En la figura 13 se puede observar que la inactivacion de Leuconostoc citreum se
llevo a cabo mas rapidamente en las muestras de agar, obteniéndose la completa nactivacion
del microorganismo a los 45 minutos de exposicion al tratamiento. En cambio, para lograr la
completa inactivacion en las muestras de masa se necesitaron 60 minutos. Se comenzaron a
tener diferencias en las curvas de inactivacion después de aplicar el tratamiento durante 15
minutos. Esta variacion posiblemente se deba a que a diferencia del agar. que se trata de un
polisacarido, la masa presenta una composicion mas compleja, va que contiene

carbohidratos, grasas y proteinas. provocando de alguna manera una mavor resistencia a la
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inactivacion Hong ef al,. (1999) propusieron que los compuestos lipidicos posiblemente
ayudan a incrementar la resistencia de las células a la alta presién con CO,. Lin et al., (1996)
observaron que Listeria monocytogenes fue mas resistente al tratamiento con CO; cuando el
medio de suspension presentaba grasas y aceites. Por lo que propusieron que la presencia de
grasa no permite la penetracion del CO; dentro de las células por un cambio en la estructura
superficial de la pared celular. También la presencia de proteinas y otros constituyentes en

los alimentos pueden resistir la penetracién del CO; dentro de las células.

La actividad de agua en la masa y en el agar es muy parecida 0.950 y 0.952,
respectivamente. Esto quiere decir que los dos tipos de muestras presentan la misma
proporcion de agua libre, aunque el porcentaje de humedad sea mayor en las muestras de
agar. La actividad de agua es muy importante ya que de su valor depende la cantidad de
agua que podria interaccionar con las moléculas de CO, al aplicar el tratamiento,

favoreciendo la disminucion del pH y por lo tanto la Inactivacion del microorganismo.

En cuanto al crecimiento del microorganismo en el medio de restriccion (agar MRS
con 5% de NaCl) después de aplicarle la alta presion con CO,, se observa un incremento en
la inactivacion del microorganismo en comparacion con el medio MRS. Las células
expuestas al tratamiento durante 45 minutos en las muestras de masa mostraron una mayor
reduccion en el medio MRSS, alrededor de 1.5 ciclos logaritmicos mas que en el medio
MRS. Esto quiere decir que el microorganismo después de este tiempo ya se encuentra muy
dafiado pero podria tener la capacidad de recuperarse si se deja crecer en sus condiciones

Optimas.




3.1.5 UNIFORMIDAD DE LA INACTIVACION EN LAS MUESTRAS DE AGAR

Después de determinar la cinética de inactivacion de Lewuconostoc citreum en las
muestras de agar, también se verifico si la inactivacion se lleva acabo de manera uniforme.
Se procedi6 en forma analoga a lo realizado para las muestras de masa. Primero se verifico

que la cuenta microbiana fuera uniforme en cualquier parte de las muestras de agar (tabla 9)

Tabla 9. Distribucion de Leuconostoc citreum en las muestras de agar.

AGAR PERIFERIA PERIFERIA CENTRO
COMPLETO SUPERIOR INFERIOR
UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
1.2x10 1.5x10’ 1.3x10 1.1x10°

Posteriormente se aplico el tratamiento a las muestras completas y después se
dividieron en tres partes iguales para determinar su cuenta microbiana. En la figura 14 se

presentan los resultados obtenidos para esta parte de la investigacion.
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Figura 14. Uniformidad en la inactivacion de Leuconostoc citreum (Log (N/No)) en las muestras de
agar, en funcion de las diferentes partes de la muestra aplicando una presion de 100 bar y 45°C. La
cuenta inicial fue de 3.5x10” UFC/g.

En la figura 14 se observa que la inactivacion de Leuconostoc citreum en las
muestras de agar no se llevd a cabo de manera uniforme. Sin embargo los datos no son
coherentes por lo que no se pueden obtener conclusiones. Lo tunico claro es que la
inactivacion del microorganismo en las muestras de agar completas sigue una cinética de
primer orden, obteniéndose la completa inactivacion del microorganismo a los 45 minutos

de exposicion a la alta presion con CO,. Esto no se logro obtener para cada una de las partes
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del agar. Es posible que la inoculacion del agar liquido afecte de manera adversa la

reproducibilidad de la cuenta microbiana.

También es posible que el agar no se encuentre completamente homogéneo
provocando que no se presente la misma rigidez en cualquier punto de la muestra. Lo mas
probable es que estos resultados no sean reales. Tal vez se tuvo algin error al llevar a cabo
la experimentacion, principalmente al manejar cada una de las partes de las muestra y
realizar las diluciones para obtener la cuenta de microorganismos, ya que no se lograron
desbaratar por completo las muestras en el stomacher para poder extraer todas las celular

microbianas y realizar su cuenta en placa.

Hasta este punto de la investigacion todas las curvas obtenidas durante la aplicacion
de la alta presion con CO; en las muestras de masa presentaron dos etapas en la cinética de
inactivacion de Leuconostoc citreum. La primera etapa se caracterizd por una lenta
inactivacion del microorganismo presentandose hasta los 45 minutos de exposicion al
tratamiento; posteriormente y hasta los 60 minutos se tuvo una mas rapida y completa
inactivacion de Leuconostoc citreum. Esta tendencia se ha observado en la mayoria de las
investigaciones realizadas anteriormente sobre la aplicacion de la alta presion con CO..
Ballestra (1996) encontré que las curvas de supervivencia de Escherichia coli muestran
aparentemente dos distintas etapas en su destruccion, sugiriendo que la inactivacion del
microorganismo ocurre por un mecanismo muy complejo. La obtencion de dos fases en la
cinética de inactivacion también concuerda con resultados obtenidos por Lin er al, (1992)

durante la inactivacion de Saccharonmyces cerevisiae en un sistema liquido.
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3.1.6. EFECTO DEL pH
En la mayoria de los experimentos hasta ahora realizados se present6 una ligera

disminucién después de aplicar la alta presion con CO,, independientemente del tipo de

muestra. Los resultados se muestran en la siguiente tabla 10.

Tabla 10. Cambios de pH al aplicar la alta presion con CO;

MUESTRAS DE MASA MUESTRAS DE AGAR
TIEMPO DE EXPOSICION AL pH pH pH pH
TRATAMIENTO (minutos) INICIAL FINAL INICIAL FINAL
15 6.73 6.47 6.51 6.50
30 6.73 6.53 6.51 6.47
45 6.72 6.64 6.51 6.48
60 6.71 6.60 - -

Generalmente se ha observado una reduccion de 0.2 a 1.5 unidades de pH (Erkmen,
1999) y se ha encontrado que la disminucion del pH depende de factores tales como el

medio de suspension y el tiempo de exposicion al tratamiento.

Posiblemente la muerte de las células microbianas por medio de la alta presion con
CO, fue provocada por la inactivacion de algunas enzimas que interfieren en su
metabolismo. Las descarboxilasas pueden ser inhibidas especificamente por una gran exceso
de CO,, interrumpiendo los cambios metabolicos. También por un decremento en el pH y
por la extraccion de substancias intracelulares como los fosfolipidos presentes

principalmente en la membrana celular.

Todas las experimentaciones realizadas en esta primera etapa de la investigacion han
permitido obtener una metodologia reproducible. También se han logrado estandarizar las

condiciones iniciales de trabajo necesarias para la aplicacion de la alta presion con CO,.




SEGUNDA ETAPA

3.2. DETERMINACION DEL DANO PROVOCADO A Leuconostoc citreum AL
APLICAR LA ALTA PRESION CON CO,

En la segunda parte de la investigacion se continué estudiando el efecto de la alta
presion con CO; para lograr la inactivacion de Leuconostoc citreum en los dos sistemas
semi-solidos estudiados anteriormente: i) Masa de maiz nixtamalizada (60% humedad y
aw= 0.950) y ii) Agar solidificado (93% humedad y aw= 0.952). Aplicando las mejores
condiciones encontradas, se utilizo la cuenta inicial de microorganismos mas elevada, se

aplico una presion de 100 bar y una temperatura de 45°C.

Se completd el estudio determinando el dafio que pudo provocar el tratamiento al

microorganismo por medio de las siguientes técnicas:

1) Determinacion de absorbancia en UV a 260 y 280nm antes y después del
tratamiento, para verificar dafio en la membrana, el cual puede provocar la
liberacion de sustancias que se encuentran en el interior de la célula.

2) Observacion al microscopio del microorganismo presurizado y sin presurizar, por
medio de tincion de Gram y en fresco.

3) Determinacion de crecimiento y produccion de acidez antes y después del
tratamiento.

4) Determinacion de la viabilidad de las células en un medio restrictivo (agar y caldo
MRS con 5% de NaCl).

En el anexo 3 se presentan los diagramas de trabajo que se siguieron durante esta parte
de la investigacion. A continuacion se presentan los resultados obtenidos y su discusion para

cada una de las muestras estudiadas.
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3.2.1 MASA DE MAIZ NIXTAMALIZADA

3.2.1.1 DETERMINACION DE LA CINETICA DE INACTIVACION

Para estudiar el dafio que se provoca a Leuconostoc citreum al aplicarle la alta
presion con CO;. Las muestras de 5 g de masa fueron expuestas a una presion de 100 bar
durante 5, 10, 20, 30, 40, 45 y 50 minutos. Se determino la cuenta microbiana por conteo en
placa después del tratamiento. Se utilizaron los dos diferentes medios de cultivo, el medio
complejo (MRS) y el medio restrictivo (MRSS) el cual contiene 5% de NaCl.
Posteriormente se estudio el dafio provocado por el tratamiento al microorganismo. En la

figura 15 se presenta la cinética de inactivacion obtenida.
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Figura 15. Inactivacion de Leunconostoc citreum. en las muestras de masa (Log (N/No)) en funcion
de ¢l tiempo de exposicion durante la aplicacion de la alta presion con CO- a 45°C. La cuenta inicial
fuc de 9.6x10" UFC/g y un pH inicial de 5.94
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Como se puede observar en la figura 15 se presentaron dos etapas en la inactivacion
de Leuconostoc citreum; en los primeros 20 minutos se presenta una inactivacion lenta del
microorganismo en donde solo se logré la reduccion de 1.43 ciclos logaritmicos. En la
segunda etapa se observa una mas rapida y constante inactivacion, con una pendiente mas
definida. Como se ha mencionado anteriormente esto concuerda con estudios previamente
realizados sobre otros microorganismos como Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Sacharomyces cerevisiae y Salmonella tiphimurium. A los 60 minutos se obtuvo la
completa inactivacion del microorganismo, pero ya no se observo la misma tendencia en la

inactivacion en comparacion con los experimentos anteriores.

Es claro que después de 10 minutos se presenta un incremento en la reduccion de
Leuconostoc citreum en el medio MRSS, en comparacion con el medio MRS, indicando que
los microorganismos sobrevivientes después de este tiempo presentan un severo dafio, el
cual ya no les permite desarrollarse en el medio restringido. Este dafio se incrementa al
aumentar el tiempo de exposicion del microorganismo a la alta presion, lograndose la
completa inactivaciéon del microorganismo a los 60 minutos en los dos medios utilizados.
De una cuanta inicial de 9.6 x10'° UFC/g se obtuvieron menos de 1x10? UFC/g, lo que

equivale a una disminucion de 8.98 ciclos logaritmicos.

El parametro que mas ha influenciado la eficiencia de la inactivacion microbiana por
alta presion con CO; es el tiempo de exposicion, aunque en estudios previos se ha obtenido
que la temperatura y la presion son muy importantes, ya que estos factores no solo afectan la
inactivacion microbiana por las caracteristicas de transferencia de masa del CO; sino
también alteran la actividad biologica de las células. Principalmente la presion controla la
tasa de solubilizacion del CO; y su solubilidad en el medio de suspension.
Consecuentemente altas presiones incrementan la solubilidad del CO, facilitando su
contacto con las células. Cuando el CO; penetra dentro de las células y su concentracion
alcanza un nivel critico puede ejercer un efecto letal afectando o desbalanceando el delicado

equilibrio biologico (Hong et al., 1999).
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También se puede deducir que la integridad de la célula microbiana puede ser
severamente dafiada en una etapa muy temprana de la presu.izacion con COa, ya que al
aplicar el tratamiento durante 10 min. se tiene una reduccién de mas del 90% de las células
viables en el medio MRSS.

En la tabla 6 (anexo 1) se puede observar que no hubo disminucion del pH, sino un
ligero aumento de éste, que puede deberse a que la masa utilizada es nixtamalizada. La cal
pudo provocar una reaccion acido-base con el acido carbonico formado por la disolucion
del CO; con el agua presente en la masa, impidiendo de esta manera la disminucion del pH.
Una disminucién del pH ha sido observada en todas las investigaciones ya reportadas, y en

lo general se ha observado una reduccion de 0.2 a 1.5 unidades de pH (Erkmen, 1999).

La solubilizacion del CO, puede estar relacionada con los cambios de pH en el
medio de suspension. Particularmente, el CO; puede difundirse dentro de la membrana
celular y acumularse dentro de las células. Bajo presion es posible que un gran nimero de
moléculas de CO; pasen a través de la membrana y disminuyan el pH interno excediendo
bastante la capacidad de buffer de citoplasma, colapsandose el gradiente de pH vy
provocando un aumento del consumo de energia para el mantenimiento de la homeostasis
del pH ( Kashket, 1987).
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3.2.1.2.DETERMINACION DE SUBSTANCIAS LIBERADAS

La determinacion de substancias liberadas permite estudiar el posible dafio que
presentan las células microbianas después de haberles aplicado la alta presion con CO,, ya
que se puede presentar el rompimiento de la membrana y pared celular provocando la salida
de constituyentes vitales al medio extracelular. Se determiné la absorbancia a 260 y 280 nm,
ya que algunos grupos funcionales presentes en las proteinas tienen la capacidad de absorber
en estas longitudes de onda. Los resultados de esta determinacion se presentan en la tabla

11.

Tabla 11. Determinacion de substancias liberadas en las muestras de masa, después de

aplicar la alta presion con CO,.

TIEMPO ABSORBANCIA

(min) 260 nm 280 nm
CONTROL 04017 0.4605
5 0.5021 0.5640

10 0.4987 0.5887

20 0.3625 0.4420

30 0.5353 0.6084

40 0.4331 0.5128

45 0.5624 0.6306

50 0.4683 0.4975

60 04174 0.4969

Como se puede apreciar en los resultados obtenidos, generalmente se tiene un ligero
aumento de la absorbancia pero en forma variable, independientemente del tiempo de
exposicion al tratamiento. Estos resultados no presentan relacion con lo que se ha obtenido
en investigaciones previas. En estudios sobre Lactobacillus plantarum realizados por Hong

y Pyun, (2001), se encontré que después de un tratamiento de 20 minutos la absorbancia a




260 y 280 nm se incrementaba considerablemente y después de este tiempo ya no se tenia
aumento. Esto lo reafirmaron considerando que después de los 20 min de exposicion al
tratamiento se provocé la reduccion de mas del 90% de las células viables. Lin ef al. (1993)
reportaron que los sobrenadantes celulares contienen un bajo nivel de proteinas y sugirieron
que el citoplasma no se rompe durante el proceso de inactivacion con CO; supercritico. Lo
que se esperaria obtener es que al aumentar el tiempo de exposicion al tratamiento se
presente un mayor dafio en las células microbianas provocando el rompimiento y salida de

los componentes intracelulares.

3.2.1.3. OBSERVACION EN EL MICROSCOPIO

Se realizo tincion de Gram a la muestra sin presurizar y a las muestras presurizadas
para posteriormente realizar su observacion en el microscopio. Leuconostoc citreum es una
bacteria Gram positiva por lo tanto presenta una pared celular gruesa, en comparacion con

los Gram negativos. Esta caracteristica la hace menos sensible a la alta presion con CO,.

En nuestro caso, todas las células microbianas observadas en el microscopio
presentaron la misma morfologia, sin ninguna deformacién visible y el mismo Gram,
independientemente del tiempo de exposicion al tratamiento. Tal vez el dafio provocado a la
pared celular no fue tan grande como para poder provocar cambios en la tincion de Gram. Se
esperaria que el dafio fisico que se provoca al aplicar la alta presion alterara el Gram que
tiene Leuconostoc citreum disminuyendo su capacidad de retencion del colorante primario
(cristal violeta) en la pared celular, evitando con esto que las células se tifian de morado y

que por lo tanto presenten una coloracion roja.

En investigaciones previas se han estudiado los cambios estructurales de las células
microbianas utilizando microscopia electronica. Nakamura, ef al. (1994) observo cambios

morfologicos en levaduras de pan durante y después del tratamiento con CO, a 40 atm vy
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40°C por 5h. Algunas de las deformaciones encontradas incluyeron la aparicién de orificios
y rugosidades en la superficie celular y algunas células se encontraron completamente
.eventadas. Observaciones micro-estructurales de células de Lactobacillus plantarum
mostraron modificaciones en la membrana celular con posible salida del citoplasma, otras
caracteristicas en las células tratadas fueron el alargamiento del espacio periplasmico entre
la pared y membrana citoplasmatica, fracturas en membranas y vaciado del citoplasma que
puede ser localizado en la periferia celular (Hong, et al., 1999).

Los cambios morfologicos en células expuestas a la alta presion con CO; pueden
variar con la especie del microorganismo, ya que la estructura de la membrana y pared
celular pueden ser diferentes. Por ejemplo el dafio a una célula microbiana con pared
celular que presenta una estructura rigida puede mantener su forma externa después del

tratamiento.

3.2.1.4. DETERMINACION DE CRECIMIENTO

La determinacion del crecimiento y produccion de acidez antes y después de aplicar
el tratamiento durante diferentes tiempo nos da una idea de los efectos ocasionados por la
alta presion con CO; en la actividad metabolica de Leuconostoc citreum. Para realizar esta

determinacion se utilizaron las muestras expuestas durante 10, 30 y 60 minutos

En la figura 16 se presenta el crecimiento de Leuconostoc citreum después de

aplicarle el tratamiento, tomando como control al microorganismo sin tratamiento.
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Figura 16. Crecimiento de Leuconostoc citreum en caldo MRS y MRSS después de su exposicion a
la alta presion con CO, . Al aplicar una presion de 100 bar durante 10, 30 v 60 minutos.

Se puede observar que en el medio MRS las células microbianas de la muestra sin
tratamiento crecieron rapidamente sin presentar fase de latencia, en la cual no se produce un
aumento inmediato del numero de células. La fase exponencial duro hasta las 10h, seguida
de la fase estacionaria. En las muestras presurizadas el microorganismo ya no logra crecer
de la misma manera y se observa que entre mayor es el tiempo de exposicion la fase de
latencia es mayor. Esto quiere decir que el microorganismo presenta algun tipo de dafio por

lo que le cuesta mas trabajo recuperarse. Después de las 23 h se observa la completa
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recuperacion del microorganismo, independientemente de que a las muestras se les haya
aplicado el tratamiento durante diferentes tiempos de exposicion (10, 30 y 60 min). Después
d. las 23h de incubacion los microorganismos de las muestras tratadas alcanzaron el mismo
crecimiento que en la muestra sin tratamiento. Principalmente se puede deducir que al
aumentar el tiempo de exposicion al tratamiento los microorganismos disminuyen su
velocidad de crecimiento, pero pueden recuperarse después de un tiempo prolongado de

incubacion.

Al inocular las muestras en el medio restringido (MRSS) se puede observar que
también se afecta el crecimiento del microorganismo sin tratamiento, ya que no se obtuvo el
optimo crecimiento del microorganismo; se alcanzé también una absorbancia menor en
comparacion con el medio MRS. Al parecer la concentracion de sal presente en el medio no
permitio su optimo desarrollo. La fase estacionaria se obtiene a una absorbancia menor. Se
obtuvo una tendencia similar para los tres tiempos analizados, los cuales presentan un

periodo de latencia muy grande alrededor de 10h, el dafio puede ser muy similar.

3.2.1.5. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ACIDEZ

La produccion de acido lactico se determind a partir de las mismas muestras
analizadas para determinar el crecimiento. La acidez se expreso como porcentaje de acido
lactico producido, ya que es el principal acido producido por Leuconostoc citreum. En la
figura 17 se presenta la produccion de acido lactico que presento el microorganismo antes y

después d=l tratamiento con CO,.
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Figura 17. Produccion de acidez de Leuconostoc citreum después de su exposicion a la alta presion
con CO; en las muestras de masa. Aplicando 100 bar durante 10, 30 y 60 minutos.

Se observa que la produccion de acidez esta ligada con el crecimiento de Leucnostoc
citreum. Conforme aumenta el tiempo de exposicion al tratamiento, el microorganismo
necesita un mayor tiempo para recuperar su capacidad para producir acidez. Como se puede
observar en la grafica, Leuconostoc cifreum necesita alrededor de 10 horas para recuperarse
del dafio que sufre al aplicarle la alta presion con CO;. Los microorganismos sin
tratamiento y con tratamiento, incubados en el medio restringido, tampoco tuvieron la
capacidad de alcanzar la misma acidez, ya que en este medio solo logran crecer los
microorganismos que no se encuentran dafiados. Por otra parte fue menor la recuperacion de
los microorganismos expuestos a un tratamiento de 30 y 60 minutos observandose la misma

tendencia en los dos casos.




3.2.2. AGAR SOLIDIFICADO
3.2.2.1. DETERMINACION DE LA CINETICA DE INACTIVACION

El efecto de la alta presion sobre Leuconostoc citreum en las muestras de agar
solidificado, se estudio de la misma manera que en las muestras de masa de maiz. La cuenta
inicial fue de 1.1x10° UFC/g. Los tiempos aplicados fueron 5, 10, 20, 30, 40 y 50 min. En

la figura 18 se presentan los resultados obtenidos.
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FIGURA 18. Inactivacion de Leuconostoc citreum en las muestras de agar (Log (N/No)) en funcion
del tiempo de exposicion durante la aplicacion de la alta presion con CO: a 43°C. La cuenta inicial
fue de 1.1x10° UFC/g en el agar MRS v 9.5x 10" UFC/g en el agar MRSS. a un pH inicial de 5.90.
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En la figura 18 se observa que la inactivaciéon del microorganismo se lleva a cabo
mas rapidamente en comparacion con la masa (figura 15). Esto concuerda con las
experimentaciones hechas anteriormente a las muestras de agar, pues al parecer la
composicién y estructura del agar hace que las células microbianas sean mas sensibles al
tratamiento. Se observa una pendiente mas pronunciada en comparacion con la de la masa,
donde se necesitaron 30 minutos para lograr casi la completa inactivacion del
microorganismo, obteniéndose ésta a los 50 minutos. En este caso también es mayor el
indice de inactivacion en el medio restringido, ya que a partir de los 5 min. de exposicion al
tratamiento la cuenta es alrededor de 1.3 ciclos logaritmicos menos que en el medio

complejo.

En el medio MRSS se obtuvo una completa inactivacion del microorganismo a los
40 minutos de exposicion al tratamiento. Esto permite deducir que el microorganismo
presenta un mayor dafio en un menor tiempo. También se obtuvo un ligero aumento del pH,
ignorando por completo a que se deba este aumento, ya que como se ha mencionado
anteriormente la penetracion del CO, provoca la acidificacién del medio al reaccionar con

las moléculas de agua que se encuentren presentes.

3.2.2.2. DETERMINACION DE SUSTANCIAS LIBERADAS

La determinacion de sustancias liberadas se llevo a cabo de la misma manera que en
las muestras de masa. A continuacion se muestran los resultados obtenidos para esta

determinacion. El barrido espectrofotométrico obtenido se puede observar en el anexo 3.




Tabla 12. Determinacion de substancias liberadas en las muestras de agar después de

aplicar la alta presion con CO,.

TIEMPO ABSORBANCIA
) 260nm | 280 nm
CONTROL | 08237 | 0.6945

5 09537 | 07616

10 08451 06476

20 06975 0.4884

30 07650 | 05444

40 03094 | 05706

50 08063 | 0.5944

Como se puede observar estos resultados tampoco presentan ninguna relacion con lo
obtenido en estudios previos. Estos resultados no son muy coherentes, pero podria deducirse
que la liberacion de substancias del interior de las células microbianas no depende del

tiempo de exposicion al tratamiento.

3.2.2.3. OBSERVACION EN EL MICROSCOPIO

Se realizo tincion de Gram a la muestra sin presurizar y a las muestras presurizadas
para posteriormente realizar su observacion en el microscopio. Primero se observo al
microorganismo sin tratamiento para verificar que no se tuviera contaminacion y verificando

que todas las células fueran Gram positivas y que tuvieran el mismo tamafio y forma.




Después se observaron las muestras a las que se les aplicé la alta presion con CO,
empezando por las que tenian un tiempo menor de exposicion al tratamiento para asi
verificar si las células microbianas presentaban algiin cambio conforme aumentaba el tiempo

de exposicion.

Se observdé que independientemente del tiempo de exposicion al tratamiento, las
células de Leuconostoc citreurn tenian las mismas caracteristicas. Como se menciona
anteriormente se pensd que se podria afectar el Gram de las células microbianas,
principalmente al aplicar el tratamiento durante un mayor tiempo, pero esto no se pudo
comprobar. Para poder verificar el dafio que presentan las células microbianas se requiere
microscopio electrénico, ya que solo de esta manera seria posible el dafio celular provocado

por la alta presion con CO;.

3.2.2.4. DETERMINACION DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE ACIDEZ

La determinacién del crecimiento y produccion de acidez antes y después de aplicar
el tratamiento durante diferentes tiempos nos da una idea de los efectos ocasionados por la
alta presion con CO; a la actividad metabolica de Leuconostoc citreum Se utilizaron las
muestras expuestas durante 10, 30 y 50 minutos. Se utilizaron también los medios MRS y
MRSS en caldo, para determinar la viabilidad del microorganismo. Las muestras se
inocularon en 250 ml de caldo MRS y MRSS y se incubaron a 30 °C.

En las siguientes figuras se presenta el crecimiento y produccion de acidez que
presenta Leuconostoc citrenm antes y después de aplicar la alta presion con COs, al utilizar

las muestras de agar.
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Figura 19. Crecimiento de Leuconostoc citreum después de exponerlo a ala alta presion con CO..
Aplicando una presion de 100 bar durante 10, 30 y 50 minutos a 45°C.

Las muestras tratadas y sin tratar, inoculadas en el caldo MRS presentan una fase de
latencia de 10 h y 6 h respectivamente. El control alcanza mas rapidamente la fase
estacionaria de crecimiento; alrededor de las 10 h esto quiere decir que el microorganismo se
encuentra metabolicamente mas activo. El crecimiento del microorganismo en las muestras
de agar sin tratamiento no fue el mismo que en las muestras de masa (fig 16). Se esperaria
que el crecimiento fuera igual independientemente del tipo de muestra antes de aplicarle el
tratamiento, ya que el inoculo inicial se obtuvo siguiendo el mismo procedimiento. Tal vez
al elaborar las muestras de agar se sensibilizo al microorganismo, ademas de que no se
puede recuperar todo el microorganismo durante la homogeneizacion de las muestras en el
stomacher. Todo esto pudo hacer mas lenta la recuperacion del microorganismo a pesar de
que no hubiera sido presurizado. Los microorganismos en las muestras tratadas llevaron a

cabo su recuperacion mucho mas lentamente, alcanzando casi la misma fase estacionaria en




todos los casos después de las 23 h; esto quiere decir que es mas dificil pero el

microorganismo finalmente logra su completa recuperacion.

Los microorganismos presentes en el control y que fueron inoculados en el medio de
restriccion (MRSS) no lograron desarrollarse de igual manera que en el medio MRS. En
aquellos casos donde se obtuvo un menor crecimiento, la alta concentracion de sal no
permitié su 6ptimo desarrollo. Los microorganismos presurizados inoculados en el medio de
restriccion no lograron desarrollarse, observandose la misma tendencia en los 3 tiempos de
exposicion al tratamiento analizados. Esto quiere decir que después de los 10 min. de
exposicién al tratamiento se provoca un severo dafio al microorganismo impidiendo su

recuperacion al inocularlo en un medio de restriccion.
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Figura 20. Produccion de acidez de Leuconostoc citreum despues de aplicarle la alta presion
cn las muestras de agar. Aplicando una presion de 100 bar durante 10, 30 v 50 minutos.
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El control y los microorganismos expuestos a 10 y 30 minutos de tratamiento
después de 23 h de incubacion logran producir la misma acidez. Los microorganismos
tratados durante 60 minutos a pesar de ser inoculados en el caldo MRS no logran recuperar
por completo la capacidad de produccion de acidez lo que quiere decir que se encuentran
muy dafiados y ni siquiera un medio rico en nutrientes hace que se desarrollen 6ptimamente
después de cierto tiempo de recuperacion. Los microorganismos que crecieron en el medio
MRS no pudieron producir la misma acidez, en comparacion con las muestras de masa (fig
18).

En el medio de restriccion también se evitd el desarrollo del microorganismo sin
tratamiento, por lo que no logré producir la misma acidez que en el medio MRS vy los
microorganismos expuestos al tratamiento no pudieron recuperarse evitando la produccion

de acidez. Se observo la misma tendencia para los tres tiempos analizados.

TERCERA ETAPA

3. EFECTO DEL CALCIO EN LA INACTIVACION DE Leuconostoc citreum AL
APLICAR LA ALTA PRESION CON CO,

Después de realizar todos los experimentos anteriores, se considero la posibilidad de
que el calcio que se encuentra presente en las muestras de masa y de agar podria tener algin
efecto en la inactivacion del microorganismo al aplicar la alta presion con CQO;. Por este
motivo se realizo un experimento en el cual se utilizé un medio liquido (solucion isotonica.

0.85% NaCl), adicionado con la concentracion de calcio que contienen estas muestras.
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Se utilizo CaCl; disuelto en una solucion salina isotonica (0.85% NaCl) de acuerdo a
la concentracion de calcio que presentan las dos muestras utilizadas. Se utilizé la solucion
isotonica como control. El volumen de las muestras utilizadas fue de 0.5 ml y se utilizo
papel filtro como medio de soporte. Se aplico una presién de 100 bar a 45°C, durante 2, 4 y

6 minutos. Los resultados se presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Influencia del calcio en la inactivacion de Leuconostoc citreum al aplicar

la alta presion con CO;

CONTROL 96.9 ppm 3120 ppm

Ca Ca
TIEMPO Cuenta Cuenta Cuenta Cuenta
(min) Inicial Final Final Final
(No) ™) ™) ™)
UFC/ ml UFC/ ml UFC/ ml UFC/ ml
2 1.1x10" 6x10° <1x10° 4x10°
4 1.1x10"° <1x10? <Ix10? <1x10°
6 1.1x10"° <Ix10° <1x10° <1x10*

Como se puede observar en los resultados anteriores, la inactivacion fue muy similar,
independientemente de la concentracion de calcio utilizada. Lo mas interesante es que al
utilizar una muestra liquida, la inactivacion de Leuconostoc citreum fue mucho mas rapida
en comparacion con las muestras de masa y de agar. En la figura 21 se hace una

comparacion de la cinética de inactivacion del microorganismo
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Figura 21. Comparacion de la inactivacion de Leuconostoc citreumn en los tres diferentes tipos de
muestras estudiadas. Se aplico una presion de 100 bar a 45°C.

Como se puede observar en la figura 21 la inactivacion de Leuconostoc citreum es
muy similar en las muestras de masa y de agar. Las constantes de inactivacion son muy
parecidas m= -0.1386 min™ para las muestras de masa y m=-0.1566 min™ para las muestras
de agar. Las curvas de inactivacion de estas dos muestras siguen casi la misma tendencia. Se
obtuvo una diferencia muy drastica al utilizar una muestra liquida (sol. isotonica),
utilizando papel filtro como medio de soporte, pues en este caso la constante de inactivacion
fue de —1.695 min™. Al parecer la actividad acuosa es muy importante, ya que la presencia
de carbohidratos, lipidos y proteinas en las muestras semi-solidas pueden interferir en la
difusion del CO;. Oxer y Knorr (1993) encontraron que la reduccion de la actividad de agua
de 0.98-1.0 a 0.94-0.96 resulta en una marcada reduccion de la inactivacion de los

microorganismos suspendidos en los alimentos.




CONCLUSIONES:

Esta investigacion demostr6é que la alta presion con CO; es un tratamiento efectivo
para la inactivacion de bacterias lacticas. Se logré la completa inactivacion de Leuconostoc
citreum por medio de la alta presion con COy, y el grado de inactivacion fue diferente para
cada tipo de muestra.

En las muestras de masa la inactivacion completa se obtuvo al aplicar el tratamienio
durante 60 minutos, lograndose disminuir alrededor de 10 ordenes de magnitud la cuenta
microbiana y en las muestras de agar se requirieron entre 40 y 50 minutos para disminuir
alrededor de 7 ordenes de magnitud la cuenta microbiana. La integridad de la membrana
celular puede ser severamente dafiada en una etapa temprana del tratamiento (15 minutos de
exposicion) lo que provoca una reduccion de mas del 90% de las células viables en estos dos

tipos de muestra.

Al utilizar un medio liquido como medio de soporte para aplicar la alta presion con
CO; fue mucho mas rapida la inactivacion de Leuconostoc citreum; Unicamente se
requirieron 4 minutos para lograr su completa inactivacion partiendo de una cuenta inicial de
1x10"® UFC/ml. Posiblemente los compuestos lipidicos, proteinas y carbohidratos presentes
en las muestras semi-solidas utilizadas ayudaron a incrementar la resistencia de las células al
tratamiento. Ademas un medio rico en aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales puede
ser mas protector que un medio pobre en nutrientes que en este caso fue la muestra liquida.
Al parecer un menor contenido de agua presente en las muestras de masa y de agar puede

afectar la inactivacion del microorganismo, evitando una rapida difusion del CO,.

Aunque no se observé una considerable disminucion del pH en las muestras después
de aplicar el tratamiento, seguramente el efecto del pH es mas relevante a nivel intracelular.

Puede ser que bastantes moléculas de CO; pasen a través de la membrana y disminuyan el




pH interno excediendo la capacidad de buffer de las células, induciendo la inhibicion de sus

sistemas metabdlicos esenciales.

El hidréxido de calcio presente principalmente en las muestras de masa puede
reaccionar con el 4cido carbonico formado por la disolucién del CO; funcionando como un
intenso buffer en el medio, impidiendo la disminucién del pH durante el tratamiento y con

esto el microorganismo pudo tener una mayor resistencia a la inactivacion.

Se pudo comprobar que la alta presion con CO; provoca cambios en las
caracteristicas fisiolégicas de Leuconostoc citreum, principalmente alteraciones en su
actividad metabolica.

Segun lo observado en el microscopio las células microbianas mostraron su pared
celular intacta. Sin embargo es posible que cambien algunas caracteristicas de las células
tratadas como son el alargamiento del espacio periplasmico, fracturas en las membranas y el

vaciado del citoplasma. Esto podria solo ser visible utilizando un microscopio electronico.

La inactivacion de las células microbianas fue influenciada principalmente por el
tiempo de exposicion al tratamiento. No se encontraron cambios en la inactivacion al
aumentar la presion 6 al variar la cuenta inicial de microorganismos. También se encontro
que la muerte celular se lleva a cabo de manera uniforme en las diferentes partes de las

muestras de masa.

Los resultados muestran que el tratamiento con alta presion con CO; podria ser usado

como un tratamiento no térmico efectivo para la conservacion de alimentos.

El tratamiento con alta presion es todavia costoso, ya que requiere de un alto capital
inicial lo cual limita su aplicacion a productos de alto valor. Sin embargo se puede esperar
que estos costos bajen paulatinamente a consecuencia del progreso en esta tecnologia. Una
clara ventaja del tratamiento es la baja energia requerida y la estabilidad de pequenas

moléculas a través del tratamiento con alta presion. Consecuentemente la ventaja es que la
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presion puede provocar un efecto menor sobre la calidad de alimentos ricos en vitaminas en

comparacién con los tratamientos con calor.

Con esta tecnologia, tanto los alimentos y como sus envases pueden ser esterilizados
a una temperatura cercana a la temperatura ambiente y en un tiempo en el orden de minutos.
Las presiones relacionadas con este proceso estan usualmente por debajo de los 1000 bar.
Algo muy importante es que se espera que los productos alimenticios procesados por este
método tengan una vida de anaquel mas larga en comparacion con los productos procesados
con un tratamiento térmico. Esta tecnologia es particularmente benéfica para alimentos que
contienen pequefias particulas o son ‘sensibles al calor, como por ejemplo: leche, jugos de

frutas, cervezas, vinos, salsas y alimentos semi-sdlidos como el jamén y las masas.

RECOMENDACIONES:

%+ Se podrian estudiar otros microorganismos, principalmente mas resistentes a este
tipo de tratamientos, tales como las esporas para poder conocer la completa
efectividad del tratamiento.

< También podrian estudiarse otros tipos de muestras con diferentes constituyentes
para determinar su efecto en la inactivacion de los microorganismos. Realizar
estudios en muestras de un mayor tamafio, utilizando un equipo con mayor
capacidad.

% En investigaciones posteriores seria muy importante determinar el dafio que se
provoca a la membrana celular mediante microscopia electronica, asi como
determinar el pH intracelular.
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ANEXO 1

TABLAS DE RESULTADOS

TABLA 1 . Inactivacién de Leuconostoc citreum (Log (N/No)) en funcién de la alta presion con
CO; a 45°C. Partiendo de una cuenta inicial de 1.8x10° a2 5.6x10° UFC/g.

PRESION | TIEMPO pH Cuenta inicial | Cuenta final [ TIEMPO Log (N\/No)
(Bar) (min) Tnicial | Final (No) ™) (min) 100 bar 189 bar 316 bar
SRS (UFC/ g (UFC/ g 15 37 A1 S04
100 15 6.69 |6.19 |4.5x10° 1.9x10° 30 -1.48 -1.44 -1.51
30 6.69 |6.31 |4.5x10° L.5x10° 23 jg; :g-;g l?gg
45 6.69 |6.45 |4.5x10° 1.9x107 : - e
60 6.63 |6.58 |1.8x10° 1.3x10°
189 15 6.69 |6.13 [4.5x10” 2.2x10°
30 6.69 |6.33 |4.5x10° 1.6x10%
45 669 |6.42 |4.5x10” 1.8x107
60 6.63 |6.57 |1.8x10° 1.2x10°
316 15 6.86 |6.36 |5.6x10° 5.1x10°
30 6.86 |6.54 |5.6x10” 1.7x10°%
45 6.86 |6.62 |5.6x10° 7.2x107
60 6.86 |6.54 |5.6x10° 5.2x10%

TABLA 2. Inactivacion de Leuconostoc citreum. (Log (N/No)) en funcion de su cuenta inicial
durante la aplicacion de la alta presion con CO; a 316 bar y 45 °C.

Log (N/No)

6.5x10° 1.0X10" 5.6X10°
UFC/g UFC/g UFClg

-0.35 -0.80 -1.04
-0.89 -1.01 -1.51
-1.86 -2.33 -1.89

>-3.81 >-5.00 -7.05

TIEI'!P[PO pH (_'.‘u-el'ata Cuenta TIEMPO

i) icial | Final "(',','f;;' ﬁ&’;g) (min)
(UFC/ 2 15
) 30

15 6.80 |6.58 [6.5x10° [2.9x10° 45

30 6.80 |6.67 |6.5x10° [8.3x107 60

45 6.80 |6.91 |6.5x10° |9.1x10°

60 6.80 |6.84 |6.5x10° [<1x10°

15 6.85 |6.66 |1.0x10" [1.6x10°

30 6.85 |6.69 [1.0x10" [9,8x10°

45 6.85 |6.90 |1.0x107 [4.7x10"

60 6.85 |6.80 |1.0x10" |<IxI0®

15 6.86 |6.36 |5.6x10° |5.1x10°

30 6.86 |6.54 |5.6x10° [1.7x10°

45 6.86 |6.62 |5.6x10° |7.2x10

60 6.86 | 6.54 |5.6x10° [5.0x10°
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TABLA 3. Uniformidad en la inactivacién de Leuconostoc citreum (Log (N/No)) en funcion de las
diferentes partes de la muestra aplicando una presion de 100 bar y 45°C. Partiendo de una cuenta
inicial de 3.4x10° UFC/g.

Parte de | Tiempo pH Cuenta | Cuenta
la min — - inicial | final
feuestra G Inicial | Final (No) ™)
(UFC/ | (UFC/

) g
Completa | 15 6.56 |6.51 |3.4x10° [2.6x10°
30 6.56 |6.49 |3.4x10° | 1.4x10°
45 6.56 |6.53 |3.4x10° [1.1x10"

60 6.56 |6.40 |3.4x10° |<Ix10*
Periferia | 15 6.56 |6.53 |3.4x10° |3.3x10°
superior |30 6.56 |6.57 |3.4x10° | 1.1x10°
45 6.56 |6.55 |3.4x10° [1.6x10"

60 6.56 |6.50 |3.4x10° |<1x10”

Centro |15 6.56 |6.74 |3.4x10° [4.1x10°
30 6.56 |6.70 |3.4x10° |2.5x10°

45 6.56 |6.66 |3.4x10° |3.2x10’

60 6.56 |6.69 |3.4x10° | <l1xl10°
Periferia | 15 6.56 |6.40 |3.4x10° |2.3x10°
inferior |30 6.56 |6.56 |3.4x10° [1.4x10%
45 6.56 |6.58 [3.4x10" [3.3x10’

60 6.56 |6.57 |3.4x10° [<1x10”

TIEMPO Log (N/No)
(min) Masa | Periferia | Centro | Periferia
completa | superior inferior
15 -1.116 -1.012 |0918| -1.169
30 -1.385 -1.490 (-1.133| -1.385
45 -2.490 -2.327 [-2.026| -2.012
60 >-7.531 | >-7.531 | >-7.53 | >-7.531

TABLA 4. Inactivacion de Leuconostoc citreum (Log (N/No)) en funcién del tipo de muestra, a
aplicando una presion de 100 bar en el agar y 316 bar en la masa a 45°C, partiendo de una cuenta
inicial de 1.0x107a 2.2x10" UFC/g. y determinacién de la viabilidad del microorganismo en un
medio restrictivo (agar MRS con 5% de NaCl).

Muestra | Tiempo pH Cuenta | Cuenta
¥ medio (min) - Inicial Final
de cultivo Inicial | Final | o) ™)
(UFC/ g) | (UFC/ g)
Masa/ MRS | 15 6.85 |[6.66 [1.0x10" [1.6x10°
(0% NaCl) [30 685 [6.69 [1.0x10" [9.8x10°
45 6.85 [6.90 [1.0x10" [4.7x107
60 6.85 [6.80 [1.0x10" [<Ixl0-
Masa /MRSS | 15 685 [6.66 [1.Ix10" [1.7x10°
(5% NaCl) [30 6.85 [6.69 [1.1x10" [6.0x10°
45 6.85 [6.90 [1.1x107 |2.4x10°
60 685 [6.80 [1.1x10" [<Ixl0"
AgarMRS |15 551 |5.50 [2.2X10 |[4.5X10°
(0% NaCl) |30 5.51 |5.47 |2.2X10 |1.6X10°
45 5.51 [5.48 [2.2X10 [<1X10°
Agar/MRSS |15 5.51 [5.50 [1.9X10 [2.8X10°
(5% NaCl) (30 5.51 |5.47 |1.9X10 [3.6X107
45 351|548 [1.9X10 [<IX107

TIEMPO Log (N/No)
(min) Masa Agar
(316 bar) (100 bar)
MRS | MRSS| MRS | MRSS
15 -0.80 | -0.81 |-0.648 |-0.832
30 -1.01 | -1.26 |-2.097 | -2.722
45 -2.33 | -3.67 |>-5.30|>-5.28
60 >-5.00|>-5.00f — —
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TABLA . Uniformidad en la inactivacién de Leuconostoc citreum (Log (N/No)) en las muestras de agar. En
funcién de las diferentes partes de la muestra aplicando una presién de 100 bar y 45°C. Partiendo dc una
cuenta inicial de 3.5x10” UFC/g.

Parte de | Tiempo pH Cuenta | Cuenta
la muestra | (min) inicial | final
Inicial | Final (No) ™)

(UFC/ | (UFC/

) g

Completa [15 629 |5.69 |3.5x107 |5.5x10°
30 6.29 6.25 |3.5x10" |4.5x10°

45 6.29 6.03 |3.5x10" | <1x10*

Periferia |15 6.29 5.94 |3.5x10" |3.5x10"
superior |30 6.29 |5.64 |3.5x10" [<I1x10°
45 6.29 |582 [3.5x10" | <Ix10°

Centro |15 6.29 6.04 |3.5x107 | <1x10°
30 6.29 6.09 |3.5x107 |2.0x10°

45 6.29 |5.55 [3.5x10" [<1x10*

Periferia |15 6.29 [5.94 [3.5x10" [4.3x10°
inferior |30 6.29 6.02 |3.5x10" |5.4x10°
45 629 5.87 |3.5x10" |<Ix10°

TIEMPO Log (N/No)
(min) Agar | Periferia | Centro | Periferia
completo | superior inferior
15 -1.8037 | -3.0669 | >-5.544 | -3.9105
30 -3.8908 | >-5.544 | 4.2430 | -3.0116
45 >-5.544 | >-5.544 | <-5.544 | >-5.544

TABLA 6. Inactivacion de Leuconostoc citreum. en las muestras de masa (Log (N/No)) en funcién
de el tiempo de exposicion durante la aplicacion de la alta presion con CO; a 45°C. Partiendo de una

cuenta inicial de 9.6x10" UFC/g y un pH inicial de 5.94

Muestra | Tiempo | PH | Cuenta | Cuenta

ymedio | (min) |final| Inicial |final (N)
de cultivo (No)

Masa/MRS |5 6.26 |9.6x10™|2.3x10™

10 6.48 |9.6x10™° | 1.2x10™

(0% NaCl) [20 6.51 |9.6x10™[3.5x10%

30 6.53 |9.6x10™]6.3x10

40 6.45 [9.6x10™|6.9x10°

50 6.16 | 9.6x10™ | 2.0x10°

60 6.21 | 9.6x10" | <1x107

Masa/MRSS | 5 6.26 | 7.9x10™ | 5.5x10°

10 6.48 [7.9x10™ | 8.1x10°

(5% NaCl) [20 6.51 | 7.9x10™ | 2.0x10°

30 6.53 | 7.9x10™ | 1.4x10°

40 6.45 |7.9x107 | 1.1x10°

50 6.16 | 7.9x10™ | 1.4x107

60 6.2117.9x10™7 [<1x10°

TIEMPO | Log (N/No)
(min) Masa
(100bar)
MRS | MRSS
5 -0.5954 | -1.3390
10 -0.9090 | -1.9955
20 -1.4327(-2.6170
30 -3.1845 | 4.7692
40 -5.1505 | -5.8267
50 -7.6706 | -8.7699
60 -8.9822 | -8.8976




TABLA 7. Inactivacion de Leuconostoc citreum en las muestras de agar (Log (N/No)) en funcion
del tiempo de exposicién durante la aplicacion de la alta grcsién con CO; a 45°C. Partiendo de una
cuenta inicial de 1.1x10° UFC/g en el agar MRS y 9.5x10* UFC/g en el agar MRSS, a un pH inicial

de 5.90.
Muestra |Tiempo | PH |Cuenta | Cuenta TIEMPO| Log (N/No)
y medio (min) |final | Inicial |final (N) (min) Agar
N (No) (100bar)
Agar/MRS |5 6.14 | 1.1x10”7 | 4.5x10’ NS, | MBS
10 6.23 | 1.1x10° | 6.5x10° 5 -1.3881 | -2.6353
(0% NaCl) |20 6.13 [ 1.1x107 | 1.5x10° 10 -2.2224 | -3.5006
30 6.23 | 1.1x107| 8.3x10° 20 -3.8653 | -5.2701
40 6.15 | 1.1x10° [ 9.5x10° 30 -5.5228 | -6.6766
50 6.19 | 1.1x107 | <1x10* 40 -6.0636 | >-6.977
Agar/MRSS |5 6.14 | 9.5x10° | 2.2x10° 50 [>-7.041]>-6.977
10 6.23 |9.5x10% | 3.0x10°
(5% NaCl) [20 6.13 |9.5x10%| 5.1x10"
30 6.23 |9.5x10%| 2.0x10°
40 6.15 [9.5x10° | <Ix10*
10 6.19 |9.5x10° | <Ix10*
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ANEXO2  CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO

1) IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Extraccién de DNA I—’ Visualizacién del ] Cuantificacién del [—| Elaboracién de PCR

gel [ADN] 50ng/ul
Y
Visualizacion de
productos de PCR en gel
X
Secuenciacion de | g Limpieza de productos
ADN de PCR

a) EXTRACCION DE DNA

Se colocaron 500pl de buffer TES en tubos eppendorf. Se tomé muestra con asa estéril
aproximadamente del tamafio de un grano de arroz y se le adicionaron 20p1 de lisozima. Se
incubd a 37°C aproximadamente 15 min (maximo 60 min). Se adicionaron 8ul de pronasa y
8ul de rnasa. Se agito en un vortex. Se dejo incubar a 65°C durante 1 hora. Se adicionaron
120ul de SDS (10%), se agitd y se puso en bafio maria a 65°C durante 10 min. Se dejo
enfriar. Se adicion6 fenol-cloroformo (600pul), se agité vigorosamente (se debe formar una
emulsién blanca). Se centrifugdé durante 10 min (en microcentrifuga a 500 rpm) se deben
formar 3 capas. Se extrajo la primera capa (DNA) y se coloco en un eppendorf limpio. Se
adicion6 aproximadamente 1ml de etanol al 100% y se debe igualar volumen en el tubo. Se
agit6 suavemente. Se centrifugd en microcentrifuga (durante 10 min a 14000 rpm). Se retir6
el liquido y se dejo solo el pellet en el tubo. El eppendorf se volted y se dejo secar. Al dia
siguiente se adicionaron 50pl de agua destilada estéril, dejando hidratar y por ultimo

agitando en un vortex.
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a) VISUALIZACION DEL ADN

El producto se analiz¢ por electroforesis en un gel de agarosa al 1.8% ( 0.81g de agarosa
se disuelven en 45 ml de solucién TBE 1x). Se corri6 el gel durante 60 min. a 70 v. El gel

se tifie con bromuro de etidio y se visualiza en un transiluminador.

b) CUANTIFICACION DE ADN
Se utilizé un método espectrofotométrico. Se determind absorbancia a 260 y 280 nm

para determinar la relacion de pureza. Se utilizo 1l de muestra con 1l de agua destilada y

se determiné la absorbancia.

Lectura en espectro

Abs. 260 nm 50 ng/pl Por DIL. ne
0.011 0.55 220 22.72

¢) REACCION DE PCR

Después de determinar la concentracion de ADN , esta se debe estandarizar a 50ng/pl, al

realizar el PCR, se adicionaron sobre hielo a un tubo eppendorf de 0.5 ml los siguientes

componentes:

BUFFER 10ul
Dntp (10mM) Sul
Prim A (PA) 2pul
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)
PrimB (3) Ll
(GTTGCGCTCGTTGCGGGACT)
Muestra Templado (DNA) Lpl
Taq (5U/ul) 2ul
MgCl (50mM)) 23ul
H-0 destilada y estéril Sopul
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El tubo se tapa, se centrifuga y se coloca en el termociclador (Perkin Elmer), donde se

ejecutan los siguientes ciclos de amplificacion:

Desnaturalizacion inicial 4 min. 94°C
35 ciclos de:

Desnaturalizacién 45 min, 94°C

Alineamiento 55 min. 94°C

Extension 72 min. 94°C

Extension final 10 min. 72°C

d) VISUALIZACION DE PRODUCTOS DE PCR

El producto se analizé por electroforesis en un gel de agarosa al 1.8% ( 0.81g de agarosa
se disuelven en 45 ml de solucion TBE 1x). Se corri6 el gel durante 60 min. a 70 v. EIl gel

se tifie con bromuro de etidio y se visualiza en un transiluminador.

e) LIMPIEZA DE PRODUCTOS DE PCR

Se utilizé un kit comercial para la limpieza de los productos de PCR, siguiendo las
instrucciones del fabricante:

Se agregaron 500ul de buffer PB, se agito el producto de PCR mezclando
suavemente. El producto se transfiri6 a un tubo con columna y se centrifugo a 13000 rpm
durante 1 min. Se descarto el sobrenadante (parte inferior del tubo columna). Se agregaron
750ul de buffer PE (adicionado previamente con etanol) y se centrifugo a 13000 rpm
durante 1 min. Se tiro el sobrenadante y se repitié el centrifugado para asegurar que todo el
buffer haya pasado por la columna. La columna se transfiri (parte superior del tubo
columna) a un eppendorf de 1.5 ml ( previamente cortada la asita) y se adicionaron 4.5pl de
buffer EB. Se dejo reposar durante 1 min , para posteriormente centrifugar durante | min a
13000 rpm. Por dltimo se removié la parte superior del tubo y se tapo el eppendorf para

poderlo almacenar a -20°C.
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Figura 1. Visualizacién de productos de PCR

f) SECUENCIACION

La secuenciacion se llevo a cabo mediante una comparacion con secuencias depositadas
en el GenBank utilizando el programa BLAST. Se utilizo el primer vy

(ACTGCTGCCTCCCGTAGGAG) para la elaboracion del PCR. El microorganismo se

identifico como Leuconostoc citreum con un 99% de similitud.
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2) CURVA DE CRECIMIENTO DE Leuconostoc citreum ( MEDIO MRS Y 37°C)

CURVA DE CRECIMIENTO DE Leuconostoc citreum

1.0

o g o
KN o ©®
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ANEXO 3 DIAGRAMAS DE TRABAJO

DIAGRAMA 1. DETERMINACION DE LA CUENTA EN PLACA DE  MICROORGANISMOS.
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tratadas y sin
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i 00 0 0 0
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DIAGRAMA 2. APLICACION DE LA ALTA PRESION EN LAS MUESTRAS DE MASA

; 0 45 ml
‘iChaqmm cultivo Centrifugar ”
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5 ml inoculo e concentrado ’ =
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sobaadants sedimento con 5 Tincién de & S 0 v 8 B 9 o
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Determinar
Abs UV
260'Y 280 - . .
- Determinar crecimiento Determinar LOG (N / No)
(Abs 540 nm) y
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DIAGRAMA 3. APLICACION DE LA ALTA PRESION EN LAS MUESTRAS DE AGAR

" . mn 45 ml —
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der en 250 ml microscopio Incubar 48 b/ 30°C
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DIAGRAMA 4. DETERMINACION DEL EFECTO DEL CALCIO

— .
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ANEXO 3

FIGURA 1. Barrido espectrofotometrico (220-300 nm). Obtenido para las muestras de masa
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FIGURA 2. Barrido espectrofotometrico (220-300nm). Obtenido para las muestras de agar

1.20

01].

0.00 o

T T T T T T T 1
220.0 230 240 250 260 270 280 290 300.0
nm

107



	Portada
	Índice de Contenido
	Resumen
	Introducción
	Capítulo I. Generalidades
	Capítulo II. Materiales y Métodos
	Capítulo III. Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Anexos



